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序 論
骨は臓器 の保護 , 身体 の支持 , お よび骨髄を介 した造血 とい っ た機能を有する とともに ,
生体内カル シ ウ ム の 99%を貯蔵する ことにより , 血中カ ル シ ウム 濃度を調節する機能を有 して
い る[1]･ 骨には骨芽細胞, 破骨細胞お よび骨細胞の 3種の 細胞が存在する ｡ こ の うち骨芽細
胞 は骨表面に有機基質(コ ラ ー ゲン など)を産生 し , 次い で これ を石灰化 させ , 骨を形成する
機能を有する ･ 一 方, 破骨細胞は酸お よび 蛋白分解酵素 を分泌する こと により , 骨塩お よび
有機基質 をそれ ぞれ溶解 ｡ 消化 し , 骨 を吸収する役割を果たす. ま た, 骨細胞は骨基質の 中
に埋 もれ て存在 し, 血中カ ル シ ウム の 恒常性維持に関与 して い ると考 えられて い る[2,3].
成人 における骨組織は , 骨芽細胞 によ る
``
骨形成
''
と破骨細胞による ``骨吸収
''
とがバ ラ
ン ス よく繰り返 され る こと によ っ て 正 常に維持されて い る . しか し, こ の バ ラ ン ス がくずれ
て骨吸収が冗進 した状態となり , それが長期にわた っ て継続すると , 骨量の 減少 をきた し,
やがて 骨折や痛み を伴う
``
骨粗紫症
' '
が発症する . 本症の 大半は高齢女性に認 められる こ と
[4]か ら, 近年の 高齢化社会の 進展に伴 い , そ の予防お よび治療に大きな関心が寄せ られて い
る ･
'
また , 骨吸収 の 克進に由来する他 の疾患と して , 悪性腫療に伴う高カ ル シウム 血症が挙
げられる . 本症は腫癌細胞から分泌される種 々 の液性因子 による骨吸収 の異常な克進が発症
要因となっ て い る[5]･ また , 癌串ミ骨に転移 した場合 , 転移部位の 捧痛と とも に骨折をきた し ,
患者 の Quality of Li fe を著 しく低下させ るが , こう した症状も転移部位で の骨吸収克進(骨
破壊)が主たる要因とな っ て い る[6].
骨吸収 を抑制する薬剤と して は, 従来 e str oge n･ や1cito nin お よびiprifla v o ne などが骨
粗紫症 の 治療に用 い られ, また c alcito nin は高カ ル シ ウム血症にも適用されて きた . しか し,
これ ら の薬剤 は効果 の確実さや作用の 持続性 などの面 で , 必ず しも臨床 で の 満足度を満たせ
るもの で はなか っ た . こう した中で , 骨吸収が克進 した様 々 な病態に対 し, 有用性が期待さ
れて い る薬剤 の 一 つ が ,
``
bispho spho n ate
' '
と呼ばれ る分子 内にジリ ン酸骨格を有する 一 連
の 化合物で ある (Fig. 1) . Bispbo sphon ate は硬組織の 代謝に重要な役割をもつ 生体内物質,
無機 ピ ロ リ ン 酸[7]の 構造類縁体で あり, ピ ロ リ ン酸 の P- 0- P結合を化学的お よび酵素的に安
定なp- c- p結合 に置換 した基本構造を有 して い る . Bispho spho n ate はリ ン敢カ ル シ ウム の 結
晶に吸着 しやすい 性質を有 して おり , LID V l' w o で は骨に選択的に移行 し, 破骨細胞による骨
吸収を強力に抑制する . また, 骨内に長期間残留する ため, 薬理作用も従来の 骨吸収抑制剤
に比 べ 持続的で ある[8,9]. しか し, 初期に開発され た etidr o n ate 等の 化合物は, 骨吸収抑
制作用 は有する も の の , 高用量で は骨の 石灰化 を障害 し, 骨軟化症を惹曝すると い う副作用
を有 して い た[10]. Bispbo spho n ate の 作用強度および主作用と副作用と の解離の 程度は ,
p- c- p 結合 の中心炭素に導入 した置換基の構造 に依存する . そ こ で , これ ら二 つ の作用 の発
現用 量 の解離を目指 して新規誘導体 の研究 ｡ 開発が世界的規模 で準め られ , 現在に 至 っ て い
る .
Ⅰ-n c adr o n ate (Y 削75) は P- C-P結合 の 中心炭素 にシク ロ - プチ ル ア ミ ノ基が導入され た新
規bispbo spbo n ate で あり , 現在高カル シ ウム 血症, 癌の 骨転移お よび骨粗紫症を適応症と し
た開発が進め られて い る . 本薬は 1
'
B V 1
'
tT O[11]お よび 1
'
D Y l
'
vo[12]にお い て強力な骨吸収抑
制作用を示 し,動物 モデル にお ける薬理活性は ,既存薬で ある pa midr o n ateお よび etidr o n ate
に比 べ そ れぞれ 10倍および 1000倍強い こ とが確認され て い る[13].. また , 本薬を動物に致
死 量投与 した場合で も , 初期の bispbo spbo nate でみ られ た ような石灰化障害作用は認 められ
て い ない[10]. 一 方, 皿in odr o n ate(Yu529)はin e adr o n ate に次 い で合成されたbispho sphom ate
で あり , 本薬 の薬理活性はin c adr o n ate よりさらに約10倍強力で あ る[11,14].
Bispbo spb?n ate の 作用機序 に関 して は諸説 あり , 未 だ 明確 な結論 は得られ て い な い[8
-
10,1 計18]. しか し, 最 も有力な飯説と して , bispho spho n ate が骨基質 の 構成成分で ある ハ
イ ドロ キ シア パ タイ トに化学的に吸着 し , これ を破骨細胞が骨 ごと食食す る結果, 破骨細胞
の みが高濃度の bisphospbon ate に曝され , 破骨細胞 の骨吸収活性が選択的に抑制される , と
い う 作 用 機 序 が 考 え ら れ て い る[10,15]. こ う し た 作 用 機 序 を 考 え る う え で も ,
bispho spbo n ate の 体内動態, とく に骨における挙動を評価する こ とは重要 で ある .
Bispho spbo n ate の 体内動態研究で必ず問題と なるの は , そ の物性上乗変化体 の 定量が極め
て 困難な こ とで ある . 事実, 本研究 を開始す る頃(1988)漢 で は, 未変化体濃度定量法潜 よび
ヒ トで の 実測例と して clodr o n ateq)例が唯 一 報告され て い たが , 定量感度 に乏 しく , 高用量
にお ける血祭中濃度が測定され七い るにすぎなか っ た[19,20]. また , 他 の bispbo spho n ate
に つ い て ほ未変化体液度定量法が確 立されて い なか っ た ため に , ヒ トはもとより実験動物に
お い て も , 未変化体 の 挙動にもとづ い た体内動態研究は行われ て い なか っ た .
以上 の背景 か ら, 本研究で は, は じめ にin占adr on ate お よび min odr o n ate に つ い て HPLCに
よる血紫 中, 尿中お よび骨内未変化体 の 高感度定量法を開発 した (第1章) . 次い で被験薬
物 を in c adr o n ate に絞り , 以下 の体内動態研究を行 っ た . す なわち, 上記定量法お よび 14c一
棟識体に よる手法を用 い , 実験動物における in c adr o nate の 体内動態の 基本部分(吸収, 分布,
代謝 , 排壮)を明らかに した (第2章) . また , これまで骨疾患患者にお けるbispbospho n ate
の 体内動態 を, 未変化体の 挙動 を指標 に して 健常人 と直接比較 した例 は報告され て い なか っ
た . そ こ で , 健 常人 お よび高カ ル シウム 血症患者 に本案を静脈内投与 した とき の 体内動態を
明 ら かに し , 患者で み られる体内動態の変動要 因を考察 した (第3草) . 次に標的組織 で あ
る骨に着 目 した . 本薬をラ ッ ト, イ ヌ に静脈 内投与 したと きの 骨内未変化体濃度を投与後 1
年ま で 測定する こ とにより, 本其 の 骨内動態 , 骨 - の移行性 お よび移行後 の骨か ら の 消央に
及 ぼす種 々 の 要 因に つ い て 検討 した (第4 章) . 最後に骨疾患モ デル 動物で の 骨内動態を検
討 した ｡ すな わち , 骨転移号 デ ル マ ウス にお ける in c adr onate の薬理作用に つ い て検討 し, 吹
い で骨転移ラ ッ .トにお ける本薬の 体内動態 , とく に骨転移部位 へ の 移行性 に つ い て 明らかに
した ･ さらに, こ の 転移部位 における局所薬物濃度 を定量 し , 1
'
n v1
'
tT Oの薬理実験における
成蘇 と照合する こ と により , モ デル 動物 で み られ る本薬 の 薬効発現磯序を考察 した (第 5
草) .
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第 且華 南速液体ク ロ マ トグラフ ィ - (HPLC) に よる血祭 軌
尿中お よび骨内未変化体濃度 の 定量法
Bisphospho n ate の体内動態研究における大きな間麿点は, その 物性上兼変化体 の 定量が極
めて 困難なこ とで あっ た｡ そ の 主な理由は , bispho spho n ate が南極性 の P- C-P骨格 を有する
た め, 有機溶媒 で抽出され ない こと (試料前処理法 の 問題) , お よびそ の化学構造が単純で
あるため , UV吸収や蛍光試薬な どによる誘導化 に適する官能基を有さない こと (薬物検出法
の 問題) にあっ た . こ うした中で , 1975年に Bis a zら[21]により etidr o nate の 血紫中および
尿中濃度定量法が報告された . 本法は W 光 の 照射により bispho spho n ate の P-C-P 結合を開
裂 さ せ , 遊 離 す る 無 機 リ ン 酸 を分 光 光 度 検 出 す る と い う方 法 で あ り , 生 体試料 中
bispho spho n ate の 定量法と して は世界初 の報告で あ っ た . しか し, 本法は P- C- P骨格を保持
した代謝物も同時に検出するため , 未変化体に特異的な方法で はなか っ た . また , 1981年に
さ耳Che ste rら[19]により clodr o n ate の未変化体濃度定量法が報告された . 本法は陰イ オ ン 交
換ク ロ マ トグラフ ィ ー で薬物 を分離 した の ち, 自家製 の炎光光度検出器で リ ンの 発光を検出
する とい う方法で あ っ たが , 定量感度に乏 しく(血紫 5ml 用い て約 500ng/ml), 商用量(3 -
10mg/kg iv)に お ける ヒ ト血 祭中濃度が測定され て い る にすぎなか っ た[20]. ま た , 他 の
bispho spbo n ate に つ い て は本研究を開始する頃(1988)まで は未変化体濃度定量法が確立され
て い な か っ たた めに , ヒ トはも とより実験動物にお い て も , 未変化俸にもと づ い た体内動態
研究は行われて い なか っ た .
以上 の背景か ら, 本研究で は, は じめに in cadr onate に つ い て HPLCに よる血紫中, 尿中お
よび骨内未変化体 の 高感度定量法を開発 した . 次 い で , この とき用 い た試料前処理法を応用
し , min odr o n ate の超高感度定量法を開発 した .
第1節 電気化学検出 -HPLCによる incadr on ate の定量法
In c adr o n ate は他の 多く の bispho spho n ate と同様 にUV吸収をほ とん ど示さず, か つ 誘導化
に適する官能基も有 して い ない こ とか ら, 定量韓開発 に際 して はそ の検出手段が大きな問題
で あ っ た . 筆者 らは , 本薬がア ル カリ性 の蒋離液 を用い た際, 電気化学検出器 により酸化反
応を起 こす こと を見出 した . そ こ で , この検 出原理をもとにHPLCに よる生体試料中未変化体
の 高感度定量法を開発 した .
【方法 の 概略お よび結果ヨ
1. 古PLC分離条件
本定畢法の HPLC分離条件 を下に示す . 本条件は pflllの ア ルカ リ性溶離液お よび耐ア ル カ
リ性 の カラ ム(PLRP-S)を用 い る こ とを特徴 とする . なお , こ の PLRP-S はポリス チ レ ン ･ ジ ビ
ニ ル ベ ン ゼ ン を基材と して おり , pHl- 13 の広範囲で適用可能な逆相系カ ラム である .
カ ラム : PLRP-S 5pm look 15c n X 4. 6皿 Ⅰ. D.
(Polym e rLabs. , Shr opshir e, ロE)
溶離液 : アセ トニ トリル/1血姐 リン酸テ トラプチ ル ア ン 車 ニ ウ ム含有
50皿班 Na2IPO√ NaOH緩衝液 , pⅠⅠ11(7:93, v/v)
カラム 温度 : 50℃ 流速 : 0. 8. ml/min
2. 電気化学検出器 の 条件設定
電気化学検出器は, カラム 溶出液に外部か ら正 また は負 の電位 を負荷 した際, 溶 出液中の
物質が酸化また は還元反応 を起 こすと きに生 じる電子 の 動きを検 出する こと を基本原理 とす
る[22]. したが っ て , 酸化 ･ 還元反応を受けやす い 化合物 ほ ど高感度で検出す る ことが で き,
特にカ テ コ ー ル ア ミ ン の微量定量 な どに頻用されて い る . 本定量法 で用い た電気化学検出器
とそ の 検出条件 を下 に示す.
電気化学検出器 : ク ー ロ ケ ム 5100A(ESÅ, Bedfo rd, MA, USA)
ガ ー ド ｡ セ ル : 5020型 , 設定電位 ＋0. 60 V
分析セ ル : 5010型 , 設定電位 Dl＋0. 40 V, D2＋0. 55 V
ガ ー ド ･ セ ル は送液ポ ンプ と試料注入器 との 間に設置 した . 本 セ′レは溶離液中に存在する
電気化学的に活性な不純物を予 め酸化 させ , ベ ー ス ライ ン を抑 える役割を果たす . 一 方, 分
析セ ル はカ ラ ム の 後ろに設置 した . 本セ ル は作用電極が 2 つ(Dlお よび D2) 直列 配置 した構造
をと っ て おり , Dlはカ ラム溶 出液中の 酸化されやすい 妨害物質を除去す る役割を , D2は分析
対象物質を酸化させ 定量する役割を果たす.
前述 の HPLC分離条件 のもとに, 電気化学検出器 の 分析セ ル の Dl電位を O Vに固定し , D2
電位を段階的に変化させた とき の in c adr o n ate の ボ ルタ ム グラム を Fig. 2に示す . 本案 の 酸
化反応は＋0. 35V から起こり , 十0. 65V で最高値に達 した . なお , 内部標準物質(Ⅰ. S.)の ボ ル タ
ム グラ ム もin c adr o n ate のそれ とほ ぼ同様で あ っ た . 一 般に電気化学検出にお い て は DlとD2
の電位差が狭い ほ ど選択性が高まる こ とか ら, 本定量法 にお ける電位は , Dlを＋0. 40V に , D2
を＋o.55Vにそれぞれ設 定した .
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3. 生体試料 の 前処理
In
L
c adr o nate は通常の有機溶媒 で は抽出不可能で あるが , 他の bisphospho nate と同様にア
ル カリ p附こお い て リ ン酸カル シ ウム と吸着 ｡ 共沈する性質を有 して い た . また , 本薬は逆相
系固相抽出カ ラ ム , Sep- Pak CIBの担体に酸牲 - 中性 pH にお い て 吸着 し, ア ル カリ pI にお い
て 脱着する性質を有 して い た ･ そ こで , こ れらの性質を利用 し, 生体試料 の前処 理法を確立
した ･ そ の概略を Fig. 3お よび 4に, 詳細 を ｢実験 の部+ に示す.
血紫に関して は, 目標感度に応 じ必要試料量の 異なる 2 つ の方法(A洗お よび B法)を確立 ､し
た ･ すなわち , A法で は血祭 1ml をトリク ロ ロ 酢酸で除零 自し, 上清中の in c adr o n ate をア ル
カリ pH でリ ン酸カ ル シウム と共沈させ , 沈澱をリ ン酸に溶解後, 陽イ オ ン 交換樹脂(AG50甘-
Ⅹ8)で過剰 の カ ル シウム を除去 して HPLCに付 した . 一 方, B法で は血祭10ml をリ ン酸カル シ
ウム で直接沈澱処理 し, 得られた沈澱を o･1N塩酸に溶解後, 固相抽出カ ラム Sep -Pak C18に
付加 し, 0. 01N NaOH で薬物を溶出させ , 以後 A法 と同様 に沈澱処理以 降の操作を施 した . 普
た, 尿はそ の 10nl を塩化カ ル シウム で沈澱処理 し ,. また骨はそ の 250- 500mg を濃塩酸で溶
解処 理 し , 以後血祭 B法と同様に Sep- Pak抽 出以 降の換作 を施 した .
以上 の試料前処理換作にお けるin c adr o n ate の総回収率(3試料の平均値 ±標準偏差) 軌血
紫Å法で は56±6%, 血祭 B法で は 43 ±4%, 尿で は 56±2%, お よび骨で は 56±4%で あっ た .
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4. ⅡPLCク ロ マ トグラ ム
本法に より得られた典型的なク ロ マ トグラ ム をFig. 5(血寮)お よびFig･ 6(尿お よび骨)に示
す . in c adr o n ate および Ⅰ. S. の ピ ー ク はそれ ぞれ6. 7分お よび 11･ 8分に溶出した ･ コ ン ト ロ
ー ル試料 の ク ロ マ トグラム には妨害ピ ー クは静 められなか っ た ･
(a) (b)
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Fig.5 Ty pical chr om atogr a m s ofpla sm a sa m ple s c ontainingI･S･, 七Tea七ed by 凹e払od A
【(a)and(b)】a nd Method B[(c) and(a)]:(a)c ontr ol dog pla s m a;仲)dog pla s m a
obtain ed 15min a洗er oral admini8tr ation of 3 mg/kg of incadr o n ate (10 9.4
ng/ mi);(c)contr ol htl man plasm a;(a)htlm anPlas m a obtain ed afte rintr a v e n o tlS
infusio n of 0.1 m g of inc adr o n ate a七 a c onsta nt r ate for 2 h(3･56ng/ml)･
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contr ol dogbo n e;(a)dogbone obtain ed 24 ha氏erintrav e nous administration of 3
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5｡ 検量線お よび 定量限界
本法により得られ た検量線は, 血祭 A法 で は 5 - 500ng/ml, 血祭 B法 で は0. 5 -■100ng/ml,
尿で は 1 - 500ng/ml, お よび骨 では 25 - 10,000ng/g の各港度範囲にお い て 良好な直線性(r>
o. 999)を示 した . 本法で の 定量限界は , 血祭A 法で は 5ng/ml, 血費B法で は0. 5ng/ml, 尿 で
は1ng/ml, お よび骨 で は25ng/g であ っ た .
6. 精度および正確さ
Tablel に示すとおり , 血祭(A法および B法), 尿お よび骨の い ずれ にお い て も, 変動係数
(c.Ⅴ.)で定義され る本定量法の
``精度
''
, お よび調製濃度に対する測定値 の 相対敢差(A)で
発現され る
``
正確さ
''
は , 定量限界濃度を含む い ずれ の濃度試料にお い ても11%以 内と良好な
催を示 した . したが っ て , 本定量法は生体試料中未変化体濃度を測定する の に十分な精度お
よび 正確きを有 して い ると判断された . また , 血寮 B 法にお い て は , ヒ ト ･ コ ン トロ ー ル血
祭と仔牛血清 を用い て検量線を同時に作成 し,in c adr o nate を添加 した ヒ ト血祭試料中の薬物
濃度 を これ ら検量線を用 い 定量 した . そ の 結果 , いずれ の検量線を用い て も ほ ぼ同様の定量
償が得られた . こ の こ とは検量線試料を調製する際, ヒ ト ･ コ ン トロ ー ル 血祭の 代用と して ,
入手が容易であり , か つ 安価 な仔牛血清が使用で きる こと を示 して い る .
Table 1 Acc ur acy and. pT e Ci8io nfor the de七ermin a七iom ofin c a血 on a七ein
hⅦ m a np且a8 m a, hⅦ m a nu rin e a nd r aもbo n e
Co efRcien七 Relative
ofv ariation e TrO rl)
(%) (%)
5.7 ＋ 6.0
3.0 ＋ 1.0
2.2 - 0.2
1.7 - 0.4
Conc e ntration fotl n丘
(m e an ± S D, n=5)
&
5.3 ± 0.3
1 0.1 ± 3.0
4 9.9 ± 1.1
Preparea
c on centr atioA
(ng/mlor ng/g)
5
1 0
5 0
Sa mple
Pla s m a
(蝉e七hod. A)
500 4 7 8.1 ± 8.4
0.ら
Pla 8 m a2) 1
(MethodB) 5
5 0
0.4 7 ± 0.0 5
o.95 a: o.o 4
4.94 ± 0.2 4
5 0.1 6 ± 1.2 0
10.6
4.2
4
.9
2.4
- 6.0
- 5.0
- 1.2
＋ 0.3
0.5
Pla8m a3) 1
(M ethodB) 5
5 0
0.4 9 ±
0.98 ±
4.9 6 ±
50.92 ±
0.0 5
0.0 4
0.2 4
1.28
1 0.2
4.1
4.8
2.4
- 2.0
- 2.0
- O.8
＋ 1.8
U rin e
1
5
50
0.9 0j: 0.0 3
4.9 0 ± 0.1 4
4 8.9 1 ± 4.3 0
3.3
2.9
8 .8
- 1 0.0
- 2.0
- 2.2
Bon e
2 5
50
5 0 0
5000
2 7 ± 2
47 ± $
4 7 2± 望0
4 8 7 5 ± 2 13
7.4
6.4
4.2
4.4
＋ 臥0
- S.0
- 5.6
- 2.5
1):【(m e a nofc onc e ntrationfound - prepa r edc on c entr ation)/pr epa redconcentr ation]× loot
2): Dete rmined by a calibratio n cur v euやg c ontrolhtlm an Pla 弧 a･
3): Determin ed by a calibratio n ct m eu 虻ngC alfbovi去e 8e rtl m･
1 3
7. 動物お よび臨床試験 - の適用
ラ ッ トに本薬 10喝/kg を経 口投与後, A 法に より測定 した血祭中未変化体濃度, お よび 健常
人 に5皿g を経 口投与後 , B法に より測定 した血祭中濃度を Fig. 7 に示す . ラ ッ トお よび ヒ トに
おける血紫中濃度はそれ ぞれ投与後 0.5 および 1 時間に最高濃度に到達 し, それ ぞれ投与後 3
および 6時間まで 検出可能で あっ た .
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Fig.7 Pla 8 ma COnCe ntTation of tl n Changed dr ug a免e T OTal adminis七r a七io n of
incadr onate at 10mgrkg 七o rats, dete rmin ed by Method A(a), and a七5 mg七o
healthy m ale v oluntee rs, dete rmin ed by M ethod B(ち). Ea chpoin七 r epres e nt8
the 皿 e an±S Eof 3rats(a)and 6v olu nte e r 8仲).
【考 察】
現在 で は, 生体試料中の bispbo sphon ate の 定量に 関して 幾 つ か の 方法が報告されて い る .
すなわち, clodr o n ateFまリ ン酸基を トリ メ チル シリ ル誘導化 した の ちキ ヤ ピラリ ー ガ ス ク ロ
マ トグラ フ ィ ー ･ 負化学イオ ン化 マ ス ス ペ ク トロ メ トリ ー に導入する方法[23]に より定量さ
れ て い る . また, pa midr o n ate は陰イ オ ン 交換ク ロ マ トグラフ ィ ー で分離 した後 , 2段 階の ポ
ス トカラム 反応, すなわち過硫化ア ン モ ニ ウム , 次い で モ リブデ ン ー ア ス コ ル ビ ン酸と の 反応
により生成するリ ン モ リブデ ン発色団を検出す る ことに より定量され て い る[24]. これ らの
方法は比較的高感度で あり , か つ リ ン酸基 の 検出または誘尊化 を基本 と して い る こ とか ら,
原理的にはincadr o nate を含む他 の bispho spho n ate にも適用可能 と考 えられ る . しか し, 一
方で 高価な機器また は複雑な分析 シ ス テ ム を必要と し, ル ∴ チ ン な分析 には不 向きで あると
い う短 所も有 して い る . Bispho spbon ate の 定量法 と し て は , 他 に pa皿idr o n ate お よ び
ale ndronate の 各 - 級 ア ミ ノ 基 を そ叫 ぞ れ flu o r e s c a 皿in e お よ び 2,3- n aphthale n e-
dic arbo xyaldeh
.
yde で誘導化 し , 蛍光検出 - 逆相 HPLCに より測定する方法が報告され て い る
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[25,26]. また , tiludT O n ate は UV吸収基 を有 して い るためUV検出 一 逆相 HPLCにより定量さ
れ て い る[27]･ しか しなが ら, これ らの方法は UV 吸収基や誘導化に適する官能基を有 して い
ない inc adr o nate には適用不可能で ある .
本定量法の 最も大きな特徴は , 薬物の 検出手段 と して電気化学検出潜 を用 い た点にある .
こ の電気化学検出蕃 で の in c adr o n ate の 酸化はア ル カリ pH で最も反応性が高く, p甲･5 で は
反 応 性 が 著 し く 低 下 し , p別 . 0 で は反 応 が み ら れ な か っ た . 一 方 , 他 の
bispho sphona七e(etidr o n ate, pa midr o n ate, clodro nate, tiludr o n ate)は同 じア ル カリ pH条
件で は酸化され なか っ た . なお , こ の in c adr o n ate の 酸化生成物と して , シク ロ - プチル ア
ミ ン が同定された . 簡潔に述 べ ると , 検出蕃 か ら溶出する inc adro n ate の ピ ー ク画分を 一 級
ア ミ ンの 蛍光試薬で ある flu o rescamin e で 処理 した時, そ の誘導化生成物はシク ロ - プチ ル
ア ミ ン の 誘導化生成物とHPLC上 の 保持時間が 一 致 した . こ の ことは, 本薬 の電気化学検出器
に よ る反応が C- N結合 の 酸化的開裂にもとづ くこ とを示 して い る(Fig. 8). すなわち , こ の 反
応ほ bispbo spbon ate に共通する もの で はなく, in c adr o n ate に特異的であると い える .
○ - 一重≡;3
3
H
”
; - 〔}NH2
In c adr o na七e Cyclohep七yla min e
Fig.8 Po s sible oxid.atio n r ea ction of in c adron ate witha nelectr oche mical de七ector.
試料 の 前処理 は , 他の bispbo spbo nate の 定量法[19,21,24- 27]と同様に薬物の リ ン酸カル
シ ウム との 共沈 を基本原理 と した . なお , 本法で 最終試料中にカ ル シ ウム イオ ン が存在する
と, ク ロ マ トグラム 上 の ピ ー ク が太くなり再現性が低下する こと か ら, 当初EDTAの添加に よ
るカル シ ウム の 除去 を試み た . しか し, EDTÅ自身やそ の 不純物の 酸化に由来する ピ ー クが測
定を妨害 した こと か ら , 本法で は EDTAの 代わり に陽イオ ン交換樹脂 , AG50V-‡8を添加するこ
とに より , カ ル シ ウム を除去 した .
本法の 試料前処理換作における大き な特徴は , Sep- Pak C18カラ ム に よる固相抽出で ある .
この 固相抽出を血紫 A 法に組み入れ るこ とにより , 大容量(10ml)の 血痕および尿, ならびに
大過剰 の カ ル シウム を含む骨か らの in c adro nate の 抽出が可能となっ た . こ の Sep -Pa女C18に
保持され たin c adr o n ate は通常用い られ るア セ ト ニ トリル で 娃溶出せず , NaOH溶液で溶出さ
れる こ とから , in c adr o n ate は この 逆相系カラム に 一 般化合物とは異なる機構, すなわちジリ
ン 酸 の カラ ム 担体 - の特異的吸着により保持されるもの と推定される . なお , こ の 固相抽出
を行う前に , 血紫(10皿1)では inc adro nate をリ ン酸カル シウム と共沈さ せた が, 尿はそれ自
1 5
身がカル シ ウム イ オ ン に比 べ 過剰 の リ ン酸イ オ ン を含ん で い る こ と か ら , 沈澱誘発試薬 と し
て塩化カ ル シ ウム を用 い た.
血紫試料の 前処理に は2 つ の方法を確立 した . Å法ほ血祭 1ml を用 い るより簡便 な方駄で あ
り, 高用量で の動物試験に対 し有用な方法で ある .
一 方 B法は Å法より 10倍高感度 で あり ,
従来他の bispho spho n ate で 娃不可能 で あ っ た低用量(5ng po)の 臨床試験における血祭中濃度
測定を可能とするもの である. また , bispbospbon ate の 骨内濃度は , こ れまで標識化合物を
投与 して放射能を計測する こ とにより評価されてきた[28- 31]. しか し, 長期投与を伴う薬理
試験や毒性試験にお い て は標識化合物 の使用が困難で あ るため , 骨内濃度 の 測定は事実上不
可能で あっ た . これに対 し, 本定量法は非標識 inc adro nate を投与彼の 骨内未変化体の 定量
を可能と したもの で あり, 長期投与試験にお ける本薬 の 骨内挙動を評価するの に極 めて 有用
な方法で あると考えられる .
第 2節 蛍光検出 -HPL Cによる 皿inodr o na七e の 定量法
泌inodr o n ate の 薬理活性はin c adr o n ate より約 10倍強力で ある[11,14]た め, 1
'
D V 1
'
v oで の
有効用量はより低くなり , 生体試料中薬物濃度測定に は incadr o n ate の定量法よりも さらに
高感度が要求された . 前節 で述 べ た ように inc adr o n ate はlⅣ 検出や誘導化に適する官能基を
有 して い なか っ た が, minodr o nate は ア ル カリ pⅡ にお い て 強い 蛍光を発する性質を有 して い
た . そ こ で , 本薬に関 して は薬物検出にポ ス トカラ ム ｡ ア ル カ リ化蛍光検出法 を用 い , か つ
試料の 前処理 に in ca血･ o n ate で用 い た手法を応用する こと により ,. 生体試料中未変化体の超
高感度定量法を開発 した .
【方法 の概略およぴ結果】
1. HPLC条件
本定量法の HPLC分離条件お よび検出条件 を下 に示す .
カ ラ ム ,: De v elo sil ODS- 5 15c m X 4. 67nmI. D. (野村化学, 東京)
溶解液 : メ タノ ー ル /1d リ ン酸テ トラプチ ル ア ン モ ニ ウム 含有
10血姐 ピ ロ リ ン酸ナ トリ ウム , pH7. 0 (5:95, v/v)
カ ラム 温度 : 40℃
凍 速 : 1. 0 ml/min
ポス トカラム 溶媒 : o. 2N N琵0耳(流速 o.1 ml/min)
蛍光検出器 : RF-535( 島津製作所), 励起波長 281nm , 蛍光波長 391n m
1 6
本薬は発蛍光性物質で あ るが , そ の蛍光強度はア ル カリ性 の溶離液(pⅠi約 11) 中で は pH 7
の溶離液中に比 べ 4. 5 倍強力 で あっ た . し か し, ア ルカ リ性の溶離液に対 しindadr o n ate の
定量 で用 い た ようなポ リ マ ー 系の耐ア ル カ リ性カ ラム を用い ると , ピ ー ク形状が太く なり ,
高感度定量 には不適当と判断され た . そ こ で , 本定量法では通常の ODS系カ ラム に中性の帝
離液を用 い て 薬物 を分離 し , ポス トカラ ム で溶出液をア ルカリイヒす るこ とにより蛍光強度を
高め, 高感度定量を実現させ た .
2. 生体試料の 前処理
Min odron ate の 定量の た め の 生体試料前処理法の概略を Fig. 9お よび 10に示す. 血衆に関
して は , in c adr o nate と同様 にA法お よび B法を確立 した . Å放で は血祭 1mlを過塩素酸で 除
蛋 白し , 上清申 の 皿in odronate をア ル カリ pⅠ壬 でリ ン酸カ ル シ ウム と共沈させ , 沈澱 を EDTA
溶液に辞解後 , HPLCに付 した . 一 方, B放 で は血祭 4ml をリ ン酸カ ル シ ウム で 直接沈澱処理
し, 沈澱に除蛋白処 理を施 した後 , A法と同様に処理 した . また, 尿はそ の 血1 を塩化カ ル シ
ウム で 沈澱処理 し , ま た骨ほそ の 250- 500mg を濃塩酸で辞解処理 し, 以後 Sep- Pak C18で処
理 した .
以 上の顔料前処理換作にお ける 皿inodronate の 絵回収率(3試料 の 平均値±標準偏差)は ,血
紫 Å法で は 90±2%, 血祭 B法で は 46±2%, 尿で は 62±4%, お よび骨で は59±1% であっ た .
3. HPLCク ロ マ トグラム
本法に より得られた典型的なク ロ マ トグラ ム をFig.ll(血祭)お よびFig. 12(尿および骨)に
示す . min odro nate お よび ‡. S. の ピ ー ク はそれぞれ 6. 2分および 9. 2 分に溶出 した . 一 方1
コ ン トロ ー ル 試料 の ク ロ マ トグラム には妨害ピ ー ク は認 められなか っ た .
4. 検量線および定量限界
本法により得 られ た検量線は, 血 衆A法 で は 0. 2 - 100ng/ml, 血祭 B法で は 0. 05- long/ml,
尿で 柱 0. 05- long/ml, お よび骨 では 5 - 2000ng/g の各濃度範囲にお い て 良好な直線性(r>
o. 999)を示 した . 本法 での 定量限界 軌 血祭 A法で は 0.2ng/ml, 血痕B法で は 0. 05ng/ml, I
尿で は 0. 05ng/ml, お よび骨で は 5ng/g で あっ た .
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Fig. 12. Typicalchro m atogr a m s of urin e and bo ne Sa mples co nt ainingI･S･:(a)co ntr ol
htlm an urin e;(b)contr ol hu man urin e spiked with 0.5 ng/ miof minodr on ate;
(c)co ntr olr atbo n e;(a)r atbon e obtain ed 24 hafter or al administr ation of 3
mg他g of minodr o n ate(144 ng/ml).
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5｡ 精度お よび正確 さ
Table2 に示す とお り , 血祭(Å法お よび B法), 尿お よび骨の い ずれ の 方法にお い て も, 杏
定量法の 精度(変動係数)お よび正確さ(相対教養)は, 定量限界濃度 にお い て は 20%以内, それ
以外 の濃度で は 7%以 内に あり , 本法は生体試料中東変化体濃度を定量するの に十分な精度お
よび正確さを有 して い る と判断され た ｡
Tab且e望 Ac c硯∬aCy a m軸 T e Cisio nforthe de七e Tmin ation of minoむ . 皿a七e
in 払u m an p且a s m a, hⅦ m a n ⅦTine and Ta七bon e
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c o n c e n七Ta七io 且
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6. 動物試験人 の 適用
イ ヌ に本薬 0･ 3mg/女g を経 口投与後 ,Å故により謝定 した血祭中東変化俸濃度を Fig.13に示
す ･ 血祭申濃度は投与後 2時間に最高濃度に到達 し, 6時間まで検出可能 で あ っ た .
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Fig･1 3 Pla s ma c o nce nもT a七ion of u n cha 喝 ed 血ug a氏eT Oral ad miniBtTa七ion of
min odron a七e a七 0･3 m g/kg 七o dogs, dete rmin ed by Method A･ Each point
TePT eS en七s the m e an ±S Eof 4 dogs.
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監考 察題
本定量法にお ける試料 の前処理は , in c adr o n ate で の 方法, すなわち血祭 の 除蛋白, 塩酸に
よる骨 の溶解, Sep- Pakカラ ム を用 い た尿お よび骨試料 の 固相抽出, 等 をそ の まま基本原理 と
した . しか し, 前処理換作 の過程は in c adr o n ate で の方法に比 べ 大幅に簡略化された . 特に
最終段 階にお けるカ ル シ ウム 沈澱の 溶解過程は , in c adr o n ate の場合 4 つ の 過程(リ ン 酸によ
る沈澱 の溶解 , イオ ン交換樹脂に よるカ ル シ ウム の 除去 , 上清 の洩過, および NaOⅢに よるア
ル カリ化)を踏む必要があるが , 本法で は沈澱を単に EI)TAに溶解す る の み で HPLC注入が可能
で あ る . ま た , in c adr o n ate の 定量 法 で 用 い た Sep -Pa女 C18
●
カ ラ ム に よ る 固 相 抽 出 が
min odr o n ate にも適用で きた こ とから, こ の 固相抽出法は, 他の bispho spho n ate の 定量にも
応用可能 で ある こ とが示唆される.
本法 の 定量限界は, in c adr o n ate のそれ に比 べ 血祭A法 で は 25倍 , 血祭B 法で は 10倍 , 尿
で は 20倍 , お よび骨で は 5 倍高感度 で ある ｡ 特に , 血紫 B 法 の 定量 限界は試料 の 必要量を
4 山(in cadronate で は10ml)にと どめた上 で 0. 05ng/ml である . こ の 感度 は, 種々 の方法が報
告され るに至 っ た現在(1996)にお い て も,bispbo spbonate の 定量法と して は世界最高感度(少
くとも百倍以上高感度)である .
2 2
小 括
In c adr o n ate に つ い て HPLCに よる血紫中, 尿中お よび骨内未変化体の高感度定量法を開発
した . 次い で , 本法で 用い た試料前処理法を応用 し, min odr o nate の超高感度定量法を開発 し ･
た .
1 . In c adr o n ate ほそ の化学構造上通常の機器分析で は定量が極 めて 困難な化合物であ っ 冬が ,
本薬が ア ル カ リ性 の 溶離液 を用い た際, 電気イヒ学検出器により酸化反応を起こすこ とに着目
し
,
こ の 検出原理 をもとに HPLCに よる高感度定量法を確立 した . 本法にお ける試料前処理法
は, bisphospho n ate に共通 の性質 , すなわ ち薬物の リ ン酸カ ル シ ウム との 吸着 一 共沈を基本
原理 と した . 一 方 , 電気化学検出券で の反応 は, in c adro n ate の 化学構造(C-N結合)に特異的
で あっ た .
2 . 本法により , 従来他 の bispho spho n ate では不可能で あっ た低用量の 臨床試験にお ける体
内動態 の評価が 可能とな っ た . また , これま で bispho spbo n ate の 骨内濃度は放射性襟織俸を
用 い なければ評価 で きな か っ たが , 本法 に より標識体の使用が不可能な長期投与試験(薬理試
験, 毒性試験等)にお い て も骨内濃度 の 評価が可能となっ た .
3 . Min odr o nate に関 して は , 本案がア ル カ リ pⅠ=こお い て 強い 蛍光を発する とい う性質に着
目 し, ポス トカ ラム ｡ ア ルカ リ化蛍光検 出 -fIPLCによる定量法を確立 した . 本法 の 定量感度
(o.o5ng/ml)は, bispbo spbo n ate の 定量法と して は世界最高感度(少くとも百倍以上高感度)
で あ っ た .
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第 2華 美験動物にお ける 且nc adT Oma七e の 体内動態
農1章で確立 した未変化体濃度定量法 , お よび
14c一 標識体に よる手法を用い , 実験動物に
おける in c adro nate の体内動態を検討 した . は じめにそ の基本的な部分(分布, 排壮 , 代謝)
を明らか に し(第1 お よび第 2 節), 次 い で これまで動物 で の 報告例 の なか っ た未変化体 の 血
祭中濃度推移 につ い て 明らかに した(第3節). また , 本其 の経 口 吸収に及 ぼす要因(第4飾)
お よび血紫蛋白結合性(第5 箇)に つ い て 検討 し , さらに本薬 の主排牡経路が 腎排放 で ある こ
とを踏ま え, 腎障害モ デル動物で の 体内動態 を検討 した(第6節).
第1節 体内分布および排聴
14c-in c adron ate をラ ッ トに 0. 3皿g/kg 静脈内投与 したとき の 体内分布をは じめに全身 レ ベ
ル(組織内濃度および全身オ ー トラ ジオ グラフ イ -)で検討 し , 次 い で骨 にお ける放射能 の挙
動(消失 パ タ ー ン , 局在部位お よび結合成分)を明らか に した . ま た , 放射能 の尿 , 糞お よび
胆汁中 - の排壮に つ い ても検討 した .
【実験結果】
1. 組織内放射能濃度
ラ ッ トに 14c-in cadronate を静脈内投与 したと き の放射能は , 標的器官 で ある骨に速や か に
か つ 高濃度に移行 し , 長期間骨内に滞留 した(Table3). 一 方 , 骨以外 の 組織で の放射能濃度
は骨髄を除き投与後 5 分に最高値 を示 したもの の , こ の 時点 にお い て 血祭より も高い 濃度を
示す組織は腎臓 の み で あり , 本薬 の 骨以外 の 組織 - の 移行性 は低 い こ とが示 された .
2. 全身オ ー トラジオグラフ イ -
全身オ ー トラジオグラ フ イ - は組織内濃度と同様 の所見を示 した . すなわち , 投与後 5 分
の放射能濃度は腎臓お よび骨 で最も高く , 次 い で 胃, 小腸 , 大腸 , 盲腸および皮膚で高 か っ
た ･ 血液 , 心臓, 肝臓 , 肺の 濃度は低く , そ の 他 の 組織にほ放射能が ほ とん ど検出されなか
つ た(Fig. 14). 投与後 24時間で は骨の 放射能濃度が最も高く , そ の他 の 組織で は腎臓お よび
腸内容物に わず かな放射能が認め られ る の み で あ っ た .
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Table 3 Ti8 Su e CO n Ce ntra七io ns ofradio a ctivity afterintr a v e nou s administr ation of
O.3 mg/kg of14C-inc adr o nate to r ats
Tiss u e
Co n c entr atio n ofradio a ctivity(ng equivalentof Y M 175/g o r ml)
5 min 30min 1 h 4 h 24 h 72 h 168 h
W holeblo od 4 78±9 141±46 54±15 8±2 N.D. N .I). N .D .
Pla s ma 83 7士72 250.±B8 93±31 8±1 N.D. N.D . N .D.
Br ain 2 7±2 15±3 13±1 3±1 N.D. N.D . N .D .
Lu ng 3 51±15 118±26 60±5 17±1 8±1 5± 1 5±0
笈e a rt 207±32 50±9 29±3 9±1 4±0 3± 1 3±0
Liv e r 25 7±23 85±9 75±7 4 7±1 32±3 22± 1 34±1
Kidn ey 130 9±117 4 76±39 331±33 138±8 57±17 43±3 34±1
Sple en 1 14 ±8 4 6±5 38±1 13±1 10±0 8±0 10±0
P an c re a s 14 7±31 4 0±3 2 6±1 8±0 3±0 2±1 2±0
Mu s cle 13 1±2 2 22±4 17±0 4± 0 2±0 N.D. 1±0
A dre nal 19 0±2 4 61±11 3 5±2 14土 1 5±3 4±2 7±2
Stor n a ch 122± 12 5 9±9 38±3 1士4 6±1 5±1 5j:1
Sm al1 inte stin e 88 ±16 4 1±7 3 0±4 12 ±2 4±1 3±1 2±0
Largeinte stine 94±10 3 9±8 3 9±8 10± 1 4±0 2±0 3± 1
Sk in 2 3 7±3 1 6 1±5 4 7±13 13±5 6±1 4±1 4±1
Fat 38±3 16±5 9±2 N.D. N.I). N .D. N.D.
Ey pophysis 194±23 58±2 N. D. N.D. N .D. N .D . N.D.
Subm andib dargland 2 00± 10 7 3±8 4 7±4 12±1 4±0 2±1 3±0
T hym u s 109±2 3 3 6±3 24± 1 7±0 3±0 2±0 2±0
Eyeb all 108± 11 3 9±6 22±2 7±1 1 ±1 N.D. N.D .
T hyroid 102±20 6 1±19 3 5±7 N.D . N.D. N .D. N .D .
Te stis 79±6 32±4 24±2 9±0 2±0 2± 0 1±0
Bo n e m a rr o w 108±38 17 9± 58 116±2 4 444±14 1 82±47 12 0± 10 166±53
Lymphn ode 2 62 ±12 49±7 26±2 19±8 7±1 5±0 6±1
Ao rta 2 83 ±52 10 1士4 9 24±2 N.D. N .I). N.D . N.D.
Hu m e ru s 1 199±3 8 1545士2 87 2033±26 2 2214±43 1856 ±35 154 0± 8 1448±31
Rib 19 87±19 7 1567±263 1708±404 2015±65 2006±224 2 016±2 97 1196±352
Data a re expr es s ed .a sthe m ea n valu e s±S.E. ofthre e r ats.
N.D ∴ Notdete cted..
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lnte stin alc o ntents Hum er u s s kul一
Fig. 14 Whole-body a uto r adiogr a m s showingthedistri bution ofradio a ctivity5 min a nd
24 hafterintr a ven o u s administr ation of 0.3 m g/kg of14C-in c adr o n ate to rats.
A: Left side s e ction , B±Central8 eCtio n.
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3. 骨内濃度の 時 間推移
骨内放射能濃度は2相性を示 して減衰 した(Fig. 15). tl/2α および tl/2βは上腕骨でそれ ぞれ
4. 8お よび 331 日, 肋骨で 8. 9お よび 214日で あり , 本其 の骨か らの 消失は極 めて 緩徐であ っ
た .
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Fig.15 Bo n e c o n c e ntr atio n s ofr adio a ctivity afterintr a v e nou s ad mi mis七r atio n of 0.3
m g/kg of1
4C-in c adro nate to rats.
4. 骨内放射能の 局在部位
投与後 1 時間 の 上腕骨オ ー トラ ジオ グラフ イ 一 にお い て , 放射能は骨幹端(Metaphysis)で
最も高く , 次い で骨端(Epiphysis)および骨幹(Diaphysis)で 高か っ た(Fig. 16). 骨髄腔 - め
放射能分布 は ほ と ん ど認められ なか っ た . 放射能は投与後24時間以降も最初に取り込 まれ た
部位(骨幹端 は成長 に伴v.1形態学的に骨幹とな る)に留まり , 成長に伴 い 伸長 した部位には認
められ なか っ た .
5. 骨内放射能の 結合成分
投与後30分, 72時間お よび 4ケ 月 にお ける上腕骨を EDTA溶液に浸漬 して 骨塩成分を脱灰
した後, 放射能濃度 を測定 した . そ の 結果 , 脱灰後の 骨内放射能濃度は脱灰 前の 0. 2 - 0. 6%
に減少 し, 骨内の 放射能 はEDTA溶液(無機成分画分) 中- ほ ぼ完全 に溶出した(Table 4).
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Fig.1 6 Hu m e ru s a uto r adiogr a ms sho wingthe distribution ofr adio activity after
intravenous administratio n of 0.3 mg/kg of14C･incadro nate to rats.
D i:D iaphy
'
sis, M c:M a rro w c avity, Ep:Epiphysis, M e: M etaphy8iB.
*: T he ter minal m etaphysis a r e a whe n1 4C-in cadr on ate w asdo串ed.
* *:T he gr owing a r ea afte r14C-in cadr on ate administratio n.
Table 4 Hu m e ru S c o n c entr atio ns ofr adio a ctivitybefo r e a nd afte r
de calci丘c ation byE D T A
でin e
Co n c e ntr atio n ofr adio a ctivity
(ng equivale ntofin c adr o n ate/ど)
befo r ede calcific ation afte rde calcification
30 min 1 76 2･6 ± 7 3,7 3.2 ± 0.0 (0.2 %)1)
72 h 1 64 2･0 ±1 10.4 4.9 ± 0.5 (0.3 %)
4 m o 6 98･7 ± 1 6.0 3.9 ± 0
.
1 (0.6%)
M e a n±S Eof thr e erats .
1): Pe rc e ntage to c o n c e ntr atio nbefo r ede calcific atio n.
6. 排壮
ラ ッ トに
14c- in c adr o n ate をo. 3喝/kg静脈内投与 した際 , 投与後 24時間まで に尿お よび糞
中 - 投与量 の それ ぞれ 60. 6%お よび 1. 1% の放射能が排粧 された(Table5). 放射能はそ の 後も
徐 々 に排推され , 168時間まで の 排牡率は尿中に64. 5%, 糞中に2. 5% であ っ た . 一 方, 胆汁中
- の排滑は , 投与後48時間ま で に投与量 の 0. 8%とわず か で あ っ た(Table 6). これ ら の 結果
か ら, 本薬 の 主排滑経路は腎排壮 で ある こ とが示 された .
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Table 5 Cu m ula七iv e e x c Te七io n ofTadio activi七yin l且Tine a nd fece sa洗er
in七Ta VenO ⅦSadmi mi 如Ta七ion of 0.3 m glkgof14C･imcadr on a七e
七o T atS
Tim e(払) Ex cr etio n ofr adio a c七ivi七 % ofdo昏e
Urin e Fe ce 8 Total
0 ･ 6
0 - 2 4
0 ･ 4 $
0 ･ 72
0 - 16 8
5 望.6 士 乱5
6 0.6 ± 1.1
6 2.3 ± 1.0
6 3.1 ± 0.9
64.5 ± 1.0
1.1 ± 0.3
1.6 ± 0.5
2.0 ± 0.6
2.5 ± 0.6
61.6 ± ･0.9
6 乱8 ± 0.9
6 5.0 ± 0.7
6 7.0 ± 0.9
M e a n±S Eofthr e e r ats.
Re si血 alr adio a ctivityin the c a T C a 8昏 at 1 68 a:3 2.9 ±0.4 %of do s e.
Table 6 Cu m ulativ e e x cretio n ofradio a ctivi tyin u rin e a nd.bile a免e T
in七r a ve n o u s admi mis七T atiom of 0.3 mg瓜gof14C･in cadrona七e
七o Tats
Tin e@) 玉Ⅹc r etio n ofr adio a etivi %of do B e
U rin e Bile Total
0 - 6
0 ･ 2 4
O ･ 48
4 3.5 ±13.3
5 6.0 ± 5.2
57.0 ± 5.1
0.6
0.8
0
.8
＋
±
±
¢.1
¢.0
0.0
4 4.0 ±1 3.4
56.7 ± 5.2
5 7.8 ± 5.1
M e a n±S Eof七hr e e r ats.
【考 察ヨ
一 般に静脈内投与された bisphospho n ate は投与量の 約30- 80%が尿中に排推され, 残り の
多く接骨に移行す る こと , および移行 した薬物は骨内に長期間残存する ことが報告されて い
る[30-39]. 本実験 の結果か ら, in c adro n ate も他の bispho spho n ate と同様の分布 ･ 排港 パ タ
ー ン を示す こ とが 明らか となっ た . こ の こ とは , 本薬 の薬理作用が骨に選択的であり , か つ
作用時間も従来 の 骨吸収抑制剤(c alcitonln な ど)に比 べ 持続的で ある ことを示唆 して い る .
Bispbo spbo n ate の ラ ッ トで の 骨 内濃度 半減期に つ い て は , pamidr o n ate で約 300日 ,
ale ndr o n ate で約200日と.い う値が報告されて
い る[30,31]. 14c-in cadronate をラ ッ トに静脈
内投与 したときの 骨内濃度半減期も これらと同様 の 値を示 した . こ の こ とは, bispho spho n ate
の 骨からの 消失が薬物自体 の 性質とい うより も,
■
む し ろ骨の 代謝回転速度に依存する こ とを
示唆 して い る . ま た , 本薬 の tl′2βは肋骨 の方が上腕骨に比 べやや短か っ た(214v s331日)･
骨の代謝回転速度は各部位により異なる とい われてお り[40], これが本実験で みられた tlノ2β
の差 の 一 因で ある可能性がある . Bisphospho n ate は骨の主たる構成成分で ある ハ イ ドロ キア
パ タイ ト(リ ン 酸カ ル シウム の 高次結晶)に化学的に吸着する ことが , 1D y l
'
tr oの 実験により
確認され て い る[41]. 一 方 , 本実験にお い て in c ad;o n ate を投与彼の 上腕骨を脱灰処理 した
2 9
際, 骨内の放射能はEDTA溶液中 - ほ ぼ完全 に溶出した ･ こ の こ とほ , 本薬が l
'
D V l
-
v oにお い
て も骨内の 有機成分(コ ラ ー ゲン な ど)で はなく , 無機成分(主に ハ イ ドロ キ シア パ タイ ト)に
結合する こと を示唆 して い る . さら に, bispbo spbo n ate の基本骨格 で ある P
-C- P結合は , 化
学的お よび酵素的に安定で ある こ とが知 られて い る[8]･ こ れ らの こ と が , bispbospbon ate
が骨に特異的に移行 し, そ の後 の消臭 も緩徐 で ある理由 で ある と考え られ る ･
静脈内投与後 1 時間の 上腕骨オ ー トラ ジオ グラ ム にお い て , 放射能は骨幹端に最も高濃度
に分布 して い た . 骨幹端は骨端ある い は骨幹 よりも血 管網が豊富で 血涜塞が多い こと[42,43],
および骨幹端 を構成する梅錦骨が骨幹 を構成する皮質骨に比 べ 表面積が大きい こと[44]が ,
こ の ような放射能の 不均 一 分布 の 主た る要因で ある と推察され る ･ な港 , こ の 骨幹端に集積
した放射能は投与後24時間以 降も最初に取り込 まれた部位 に留まり , 成長に伴 い 伸長 した部
位には認め られず, 本薬の 骨成分と の 結合が強固で ある ことが示 され た ･
14c-in c adr o n ate を静脈内投与後の放射能は尿中に速や かに排推され , 投与後168時間ま で
の排牡率は 64. 5%であ っ た. 一 方, 糞や胆汁中 - の 排壮はわずか で あ っ た . なお , 組織内濃度
(Table3)お よび全身オ - トラジオ グラ フ イ - (Fig. 16)の 所見か ら考 え, 未排壮放射能の大部
分は骨に残存 して い る もの と推察される .
第 2飾 代 謝
Bispho spho n ate は
一 般に体内で ほ とん ど代謝を受けな い とい われ て い る[8〕･ しか し, そ
れを示す従来 の報告は同位体希釈法[28]ま たは薄層ク ロ マ トグラ フ ィ
ー [30,32, 33]で の み評
価され たもの であり , 厳密な実験系に基づ く 証明はなされて い なか っ た . そ こ で , 本飾 で は
14c-in c adr o n ate をラ ッ トに静脈 内お よび経 口投与 した とき の 生体試料 中未変化体濃度を放射
能濃度 と比較 し, 本薬の 代謝の 有無 に つ い て 検討 した..
【実験結果および考察】
ラ ッ トに
14c-in c adr o n ate を 0. 3mg/kg 静脈内投与 した とき の 血寮中未変化体濃度は , い ず
れ の 時 点にお い て も放射能濃度 と よく 一 致 し た(Fig. 17). ま た , Table 7 に は ラ ッ ト に
o. 3喝/kg静脈内投与または3mg/kg経自投与 したと き の放射能お よび未変化体の尿中排壮率,
ならび に骨内濃度を示す. 投与後 0 - 24時間における尿中未変化体排壮率は, い ずれ の 投与
経路にお い て も放射能排壮率とよく … 敦 した . また , 投与後 24時間の骨内未変化体濃度も放
射能濃度と差がみ られ なか っ た . さらに , ラジオ HPLCに よる分析 で も, ラ ッ トの 尿中には未
変化体の ピ ー ク の みが検出され, 代謝物の ピ ー ク は認め られな か っ た(Fig. 18). 以 上 の 結果
から,in c adrムnate はラ ッ トにお いて 投与経路によらず ほ とん ど代謝を受けない と結論付けら
30
れ た .
Bisphospbo nate は P-C- P骨格の 中心炭素に様 々 な置換基が導入されて い るにもかか わらず,
現在 で も 代謝 物 の 存 在 を 示 唆 する 報 告 は なされ て い な い . ま た , 前章 で 取 り 上 げた
min odr o n ate に関 して も , ラ ッ トに静脈 内投与 したときの 尿中に代謝物ほ認 め られて い ない
(デー タは示 さず)･ Bispho spho nate が代謝を受けにく い 理 由臥 そ の P-C-P結合がイヒ学的お
よび酵素的に安定で ある こと[8], および P- C- P の 基本構造があるが ゆえに化合物と して の極
性が高く , P450など薬物代謝酵素に対する親和性が低い こ とに由来する と推察される .
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Urin ary ex cr etio nl)
Ro Ⅶte Do s e % ofdo 8 e
(m g/kg) Radio a ctivity Un cha ngeddTtlg
Bo n ec onc entr atio n丑)
⊥
Radio a ctivity Un cha nged drug
Intr av e n o u s 0.3 39.8±0.7 3 8.4±1.2 20 2 1±9 4 19 1 2±10 2
0ral 3 0.2 8 ±0, 5 0.望5 ±0.0 5 6 7 ±20 6 6±18
M e a n±SE of4 rats fo rintr a v e n o u sdoing a nd5 ratsfor o raldo sing.
1): Urin efo rO12 4h a洗e rdo sing.
2): Htl m e m S at 2 4h a洗e rdo 8ing.
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第 3飾 血祭中濃度
Bispho spbo n ate の 体内動感は, 従来標識化合物 を投与 して放射能を計測する こ とにより評
価され て きた . 現在 で はヒ トにお い て未変化俸にもとづ い た成漬が 多数報告される に至 っ て
い るが , そ の基礎となる実験動物 に関 して は , 依然と して 未変化体を測定 した例は ほ とん ど
報告され て い ない . 本飾で は非標識 in c adr o n ate をラ ッ トおよびイ ヌ に静脈内投与, ならび
に 経 口 投 与 した とき の 血簾 中未変 化体 の.pba r m a cokin etics に つ い て 述 べ る と とも に ,
bispho spbo n ate の 血紫中濃度堆移 を考 えるう えで の モ デ ル の特殊性に つ い て考察する .
【実験結果】
1. 静脈 内投与
Incadr on ate をラ ッ トおよびイヌ に 0. 03, 0. 1お よび 0. 3皿g/kg 静脈内投与 したとき の 血祭
中未変化体濃度推移を Fig. 19に, 薬動力学パ ラメ ー タを Table 8 に示す .
血紫中濃度 はい ずれ の種にお い て も2相性を示 して減少 し , ラ ッ トで の tl′2α は0. ll- 0. 13
時間, tl/2β は0･ 37- 0･ 72時間で あ っ た . また , イヌ で甲tl/2α は 0･ 37- 0･ 41時間, tl/2βは
3. 30- 4. 09時間で あ っ た . い ずれの種 にお い て も AUCは投与量に ほ ぼ比例 して増加 し, tl/2α ,
tl/2β, 分布容積(Vdss)お よび全身ク リア ラ ン ス(CLt..81)は投与量 によ らずほ ぼ
一 定の値を示 し
た . すなわち, 本薬 を静脈内投与 した とき の ph ar m a c okin etics は線形 で あっ た .
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Fi欝･ 19 Plas m a c on c e ntratio nofun cha n酢d dT喝 afte rin七ra ve n ou8 ad mini8tr a七io n of
in c adr om a七e 乱七0･ 03
,
0･ 且 a md 0.3 m g偲g七o ra七8(a)anddo卵 仲).
(a):Data aも0･03a nd O･ 1 mg放ぎ W e r eOb ぬin ed fr o mthepo oledpl舶 m aOf 6
a nd 3T ats
, r e spe ctiv ely, where a sthos e a七0･ 3 m g倣garethe m ea n±S E
of 3Ta七8.
仲):Da七a 如 0･08mgrkg w e r e obtain ed fr om thepo oledpla sm a Of 4 do卵 ,
whe T e a Stho s e a七0･1 and O･3 m g偲g a r ethe me a n±S Eof 4 do卵 .
Table8 P har m a c okin e七icpara m e七e r8 0f inc adron a七ein pla s m a a免e Tintra v e n ou s
ad ministration 七o rats and dogs
Anim al D
'
o B e tl/2a tl/2P V d8 8 A U a CLt.t&1
(孤grkg) 仲) 払) (m 旭g) (ng･h/皿I) (muminJkg)
Ra七1)
0.0 3 0.13 0.37 3 25
0.1 0.13 0_6 4 2 93
o.3 d.11 0.7急 2 94
24.9 2 O.1
97.7 1 7.1
2 7 5.1 1 8.2
0.0 3 0.4 1
Dog2) 0.1 0.3 7±0.0 2
0.3 0.4 1 ±0. 2
4.09 456
3.30 ±0.4 4 400 ±3 4
10 8 4.63
3 50±2 0 4.82 ±0.2 8
3.73±0.3 3 4B 7±16 1 11 7 ±52 4.5 1 ±0.2 1
1):Valu e 8 at O･0 8a nd0.1 m g瓜g w e r e c alculated fro mthe pooledpla s m a c o n c e ntr atio n s of
6 a nd3 T ats, r e spe ctiv ely, whe r e a sthos e at O･3 m g瓜g a re血o m the m e a npla 8 n a
c o n ce ntr atio n of3 r ats.
2):Vahle 8 at O･0 3m g瓜g w er e calc ulated fr o mthe po oledpla s m a CO n Ce ntr atio n of4do 野,
whe r e a 8tho s e at O･1 a ndO･3 m g収g ar ethe m e a n±S Eof4dogs.
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2. 経 口投与
ラ ッ トに in c adr o n ate を3, 10お よび 30mg/kg 経 口投与 した とき の 血紫中未変化体濃度は
投与後 0.5 時間ま で に最高値(C皿a X)に到達 し, そ の 後 0. 37 - 0. 77時間の 半減期 で減少 した
(Fig. 20, Table9). 一 方, イヌりこ0. 3, 1, 3お よび 10mg/kg経 口投与 した とき の 血衆中濃度
は投与後 1時間まで に C皿a Xに到達 し, そ の 後 o. 82- 1. 15時間 の初期消央相半減期[tl/2(1)]で
鮮少 した . また, 3皿g/kg の 1例お よび 10mg/kg の 全例で は投与後 6 - 10時間に かけて 遅 い 消
失相(静脈内投与時のβ相に相当す る)が認 め られ , 半減期[七1/2(2)]は約 3. 5時間で あ っ た A な
お , long/kg で は投与後10時間以降にさら に遅 い 消失相が認 められたが , 測定点数が 不足 し
てお り , 半減期は算出で きなか っ た .
cm a 言お よびAロCはラ ッ トで は30Ⅱ噂/kg で , イヌ では 3喝/kg以 上 で用量比以上 の 増加 を示 し
た . Bi. a v ailability(F)は , ラ ッ トで は 3, 10お よ
1
び3 0ng/kg にお い て それぞれ 1. 9, 1. 2お
よび3. 6%, イ ヌ では 0. 3, 1, 3お よび10mg/kg にお い て それ ぞれ 1･ 8, 1｡ 3, 2･ 9お よび 11･ 5%
で あり , い ずれの 種 にお い て も高用量 で 増加 した . す なわち , 本薬を経 口 投与 した とき の
pba r macokin etics は非線形で あ っ た .
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,
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dog8 仲).
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Table 9 P har mac okin e七ic par a m e七eTS Of inc adTO ma七ein p且a sm a a鮎 T O Tal
adminis七Tation 七o rats and dogs
Anim al Do s e･ Tm a x Cm a x 七1/2(1) 七1J2(2) A U α F
(孤g偲g) (h) (喝/ml) (a) 恥) (ag･h/ml) (%)
Ra忠l)
3 0.1 7
1 0 0.5 0
30 0
.5 0
2 9.1 0.3 7
1 19.8 0.4 2
7 7 1.6 0.77
2 7
.8 1.0
107.8 1.盟
9由.4 3.6
Dog2)
0.3 1.0 0 7.7
1 0.92 ±0.2 6 1 8.1±2.2
3 0.5 8 ± 0.2 9 2 1 2.8 ±79.6
10 0.71± 0.1 4 2 17 3.8± 4 2 0.3
1.0 1
1.1 5 j:0.06
0 .98± 0.0 6
0.8 2 ±0. 1
3.5 33)
3.5 2 ± 0
.06
19.8 1.8
4 8.4± 9.1 1.3
3 2 6
.
± 1 2 8
.
7 2
.9
4 2 9 0.7±756.9 1 1.5
Tm ax, 七im e七o m axim u m c o n c e ntr atio n;七1/2(1), halかhfein the e a rly e放min a七io npha s e;
七1/2(), half･ hfein thelate eli mi皿a七io npha s e; I - - , thelate eli min atio npha se w a s n otObs e r v ed;
F
, bio a v ailabihty e8tim a七ed 缶o m 也 e m e a nA u °a免e T O raldo B e 占and a 0.3 m g瓜gin七r a v e n o u 8
do s e.
1):Calc ulated fr o m 地e me a npla 8 皿 a c o n c e ntr atio n s of,3 r ats.
2):Valu e 8 aW ･3 m g収g w er e calculaもed 免･o m 七he po oledpla s m a C O n Ce n七r a七io n of6 dogs,
whe r e a s七ho 8 e a七1- 10m g薙g a r e七he m e a n±SE of 6dog
･
8.
3):Valu ein o n ea.喝 .
監考 察ヨ
In c adr onate をラ ッ トおよびイヌ に静脈内投与 したとき の 体内動態は 0.03- 0. 3mg/kg の 用
量範囲で線形 で あ っ た . また , こ の 時 の ラ ッ トで の CLt｡t81 は 17. 1 - 20. 1ml/皿in/kg で あり
(Table 8), 類其 の 文献償(pamidro n ate で約 17ml/Din/kg[36], ale ndr o n ate で 26ml/Din/kg
[45])と 同様 の値 を示 した . こ の こ とは, bispho spho n ate の 血簾中濃度推移に化合物間で の差
が少ない こ とを示唆 して い る .
本薬 の イヌ にお ける tl′2βは 3. 30- 4. 09時間で あり , ラ ッ ト(0. 37- 0. 72時間)に比 べ か な
り長い 値を示 したこ しb,
l
しながら , これらの tl′2βは本案 の最終消失相 にお ける半減期を反映
して い ない こ とに留意する必 要がある . 本節 で は静脈内投与時の 血紫中濃度を 2- コ ン パ ー ･ト
メ ン ト ｡ モ デル に より解析 したが , 実際の モ デ ル は Fig. 21に示すとおり骨を第3 の コ ン パ ー
トメ ン トと仮定 した モ デル がより妥当で ある と考えられ る . 本薬 の 骨か らの 消失は極めて遅
い こ とか ら, こ の モ デル にお い て , 血紫 コ ン パ ー トメ ン トか ら骨 コ ン パ ー トメ ン ト - の 薬物
の 移行速度定数(k13)に比 べ , 逆方向 の速度定数(k31)は極めて小 さい値 で あると倣定で きる .
した が っ て , 血祭中薬物の 大部分が消失する投与後比較的初期の 時間にお い て は, k31 の 寄与
は無視で き る . この 場合骨は尿と 同様に 一 方通行 の 排壮プ ー ルとみなす ことが でき , 血祭中
濃度推移は血衆と骨以外 の組織 の み を仮定 した 2- コ ン パ ー トメ ン ト ･ モ デル で近似する こと
が で きる . また, 血紫 コ ン パ ー トメ ン トから の 消失速度定数(kel)紘, 尿中排壮速度定数(ku)
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と骨 - の移行速度定数(kl,)と の 和 で表現で き る . Table 8 の 薬動力学パ ラメ ー タ は こ の よう
な成定 に基 づ き算出した値で ある の で , CLt｡t81(- Vl ｡ kel)は腎ク リア ラ ン ス(Vl ･ ku)と骨 - の
取り込 みクリ ア ラ ン ス(Vl ｡ k13)の 和で表現され , また , Vds s は骨 コ ン パ ー トメ ン トの 分布容
積(V3)を含ん でお らず , 血 寮 コ ン パ ー トメ ン トと骨以外の 組織 コ ン パ ー トメ ン トの 分布容積
の和(Vl＋V2)で近似され る . しか しなが ら, 投与後時間を経る に つ れ骨 は第 3 のディ ー プ ｡ コ
ン パ ー トメ ン トと して働 き, 骨か ら血紫 - の 逆行過程(k31)の 寄与が無視 で き なくなる . これ
により見かけ の血 簾中濃度半減期は , 各 コ ン パ ー トメ ン ト間の 物質移動が真 の 平衡状態に達
するま で測定時点と定量法 の感度に依存 して 延長 し続け, 平衡状態到達後の 血 祭中濃度は極
めて微 量濃度なが らも骨内濃度 と平行 に推移する と考え られる .- したが っ て , 理論的には最
終消央相 で の本薬 の 血紫中濃度半減期は, 骨内濃度半減期と 同じ数百 日 を示すと推定され る .
以上 の こ とから, 本薬をイヌ に 10喝/kg経 口 投与 した際の 投与後 10時間以降にみ られた遅い
滑失相は , 骨 の ディ ー プ ･ コ ン パ ∵ トメ ン トと して の 寄与が現れ始めた こと を示唆 して い る
と考えられる .
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Fig.21 Po sible phar m a c okinetic m odel of in cadron a七e.
Bispbospbo n ate を経口投与 したとき の体内動態 に共通 した特徴と して は , 吸収率も しく は
bio a v ailability の低い ことが挙げられ る . す なわち, 吸収率は pa midr o nate で 0. 5%(ラ ッ
ト) [30], ale ndr o n ate で0･ 9%(ラ ッ ト) - 1. 8%(イヌ)[31], etidro n ate で1.5 - 3. 5%(ヒ ト)[46]
も しく は 10%以下(ラ ッ ト, ウサギ, サ ル), また は10%以上(イ ヌ)[28]と報告され て い る . ま
た , ヒ トで の bio a v ailability は pa midr o n ate で 0. 3%[47], ale ndr o n ate で 0. 75%[48], およ
び clodr o n at占で l - 2%[33,38]とい う成紡が得 られ て い る ･ Inc adr o n ate の bio a v ailability
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もラ ッ トで は 3 - long/kg にお い て 1.0 - 1. 2%, イ ヌ で は 0. 03- 1mg/kg にお い て 1. 3 - 1.8%と
い ずれ も低く , 上述 の ale n血 o n ate お よび clodr o n ate の bio a v ailability も しくは吸収率と
同程度 の債 を示 した . しか し, 本其 の Cm a xお よび AUC蛭高用量で非線形に増加 し, これに伴
い bio a vailability もラ ッ トの 30喝/kg で は 3. 6%, イヌ の 3 - long/kg で は 2. 9 - ll. 5%とい
ずれも投与量に依存 して 増加 した . 前節 で述 べ た ように , 本案は投与経路によらずほとん ど
代謝を受けない . また , ラ ッ トに静脈内お よび経 口投与彼の 尿中放射能排聴率(Table7)に基
づ い て 算 出 した 本薬 3ng/kg 経 口投与 時 の 吸収率 は 0.7% であり , こ の 値 は 同 用量で の_
bioav ailability(1. 0%, Table 9)とほぼ 一 致 した . これらの尊か ら, 経 口投与時にみ られる
cm a xお よび AUCの 非線形 な増加 は , 初回通過代謝 の 飽和 による もの で はな く , 商用畳 で
in c adronate 自身 の 吸収が冗進するた めで ある と考えられる . その機構に関 して は , 次飾で考
察する .
第4僚 経口吸収に及ぼす要因
本薬 の経 口吸収性 は極 めて低 い ため, 吸収率を変動させる要因を明ら か にする こ とは重要
で ある . そ こ で, 本飾 で は種々 の 前処 理を施 したラ ッ トに
14c-inc adr o nate を 3mg/kg経 口投
与 し, 投与後 24時間にお ける上腕骨内放射能濃度 を測定するこ とにより , 本薬 の 吸収に及 ぼ
す諸要因を検討 した .
監実験結果】
1. 食餌の 影響
非絶食 の ラ ッ トに 14c- in cadr o n ate を経 口投与 した とき の骨内放射能濃度は絶食 ラッ トに
投与 した ときの 10%に低下 し, 食餌による著 しい 吸収の低下が薄 められた(Table 10).
Table 10 Co n ce ntr atio n ofradio a ctivityin hu m e rus after o ral
administr atio n of 3m g他g of14C-in c adron atetofa sted
a nd no nfa sted rats
Bo n e co n ce ntr atio n % offa 8ted
(ng/g)
Fa s七ed 1 92± 4 3
No nfa sted 2 0± 3 10
Me a n±SEof 5rats.
3 7
2. カ ル シウム の 影響
ラ ッ トに塩化カ ル シウム を経 口投与 し, そ の 5分後に 14c- in c adr o n ate を経口投与 したと き
の 骨内放射能濃度は , 塩化カ ル シウム の投与量(0.04- 5mm ol/kg)に依存 して低下 した(Table
ll). また , 牛乳 の前投与に よ っ て も骨内濃度 は対照群 の 48%に低下 した . なお , 一 般に食物
中にほカ ル シウム に加 えリ ン酸塩が豊富に存在するが , 塩化カ ル シ ウム に等モ ル の リ ン酸水
素ニ ナ トリウム を同時前投与 した と き の骨内濃度 には塩化カ ル シ ウム単独投与時と比 べ 有意
差が薄め られず , irlC adr o rlate の 吸収はリ ン酸塩の 存在 の有無にかか わらず, カ ル シウム の摂
取により低下すると考 えられた .
3. EDTAお よび in c adr o nate 自身 の影響 JL
ラ ッ トにキ レ ー ト剤 である EDTA を経 口投与 し , その 5分後に 14c-in c a¢ron ate を経 口投与
した ときr の 骨内放射能濃度は, EDT阜 の 投与量(1 - long/kg)に依存 して増加 し, long/kg にお
い て 対照群 の 3. 1倍を示 した(Table ll). また, 非標識の in c adr.o n ate を30皿g/kg前投与 し
た場合も , 骨内濃度は対照群の 4. 6倍に増加 した .
Tablel l Con centr ation ofT adio a ctivi七yin hu m e ru sa洗er oralad ministra七io n of 3
m g戊g of14C･in c adr on a七e tofaBted r atspr e七r e ated wi 地c alcitlm 8 01u七ion,
E D TA or u nlabeled inc adr o n ate
Pr etr eatm e nt Do s e Bo n e c o n ce ntr atio n % ofc o ntr ol
(Oral do 8ing) (ng/g)
Co ntr ol(W ate r) 5 ml瓜g 13 0± 8
CaC12
0.0 4m m olrkg
0.2 m moukg
l 皿 m O 地g
5 m m o地g
11 6±2 1 89
8 6 ±2 3 6 6
3 2 ± 7†† 2 5
15 ± 1竹 12
Ca C12 ＋ N a2HP O4 1 m m ol収g e a ch 4 4 ± 9
' '
34
M ik 5 mukg 6 2 ± 3
' '
48
E DTA- 2 Na
1 m g/kg 1 5 9 ±32 12 2
3 m gfkg 1 66 ±1 6 12 8
10m gfkg 3 9 6±5 1†† 3O 5
Unlabeledin c adr o n ate 30m g放g 5 9 5±4 0
' '
45 8
Me a n±SE of5 r ats
.
1 4C 血 c adr o n ate w a s aaminis七erea 5min afte rpr etrea七m e n七.
Thehtl m e ru S W a s e X Cis d 2 4 hafte rthe 14C･in c adr o n ate do sing.
††:p< 0･0 1(Du n n ett
'
st-te st); ' ' :p< 0.0 1(Stude nt
'
s t･teSt)
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4. 胃酸分泌 の影響
Ⅲ2 受容体括抗薬 で あ る famotidin e を筋肉内投与 して胃酸分泌 を抑制 した ラ ッ トに
14c-
in cadr o n ate を経口投与 したときの骨内濃度には ,無処理ラ ッ トと比 べ 有意な変動が藩められ
ず, 本薬 の 吸収は胃酸分泌 の抑制による影響 を受 けない と考えられた(Table 12)･
Table 12 Con c e n七r a七io n ofradio a ctivityin hⅦ m e nlg a鮎 r oral admi mis七ra七io n of
3 m gFkgof1 4C･in cadTOn a七e 七ota sted r atspTetre ated with fa m o七idin e
Ga 8七ric a cid
o Ⅶ七pⅦも
+ 幽 L
l 18±且0
8± 3
Ga 8七ric a cid
c o n ce ntr atio n
_ +故 地 _ ⊥
6 7 ±3
5 ±2
Bo n e c o n c e ntr atio n
ofr adio a ctivity
_ _ 過 _
1 92±4 3
1 6 6±3 5
Pr e七r e a七m e n七 Se c r eto ry v oln m e
ofga stricjuice
(ml/2h)
No n-ir e atm e nt
Fa m otidin e
1.8 ± 0.2
1.3± 0.2
旦 幽
M e a n±SE of5 ra七8.
● ●
‡n o n egr o up, the p ylo T u 8 W a 8払ga七ed1h a洗e rfa m otidin edo 8ing, a n且ga s七rie3u lC e
s e cT e七 d du rin gthe 2 ha洗e rliga七io n w a scolle cted.
Fo r也 e o也 e r 訂 0 Ⅶp, 1 4C-in c a血 on a七e w a s ad ministe r ed1a a洗e rfa m o七idin edo sing.
T hehu m e r u s W a s e xcis d 2 4 ha血e T也e 14C-in c a血 o n atea.o 8ing.
【考 察】
本薬 の 経 口 吸収 は食餌 に より著 しく低下 した . 同様 の 所見は他剤 で も報告され て お り
[31,46, 49], bispbospbo nate に共通 の 性質 で あると い える . また , 本薬 の 吸収は塩化カ ル シ
ウムや牛乳の摂取によ っ て も顕著に低下 した . こ の こ とか ら, 食餌によ る吸収低下 の 主た る
原因と して , 本案が消化管内で食物中に含ま れるカ ル シ ウムな どの金属カ チオ ン と難溶性ま
たは難吸収性 の キ レ ー トを形成する機構が考えられ る. なお , bispho spho n ate 以外の 薬剤で
は , テ トラサイクリ ンや ヒ ュ - キ ノ ロ ン薬 の 吸収が金 属カチオ ン含有制酸剤(水酸化マ グネ シ
ウム など)の 併用によ っ て著 しく低下する こ と知られて おり , その 原因の - つ と して , 薬物と
金属カ チオ ン と の キ レ ー ト形成が指摘され て い る[50,51]. したが っ て , bispbo spbo nate の 吸
収も, 食餌の みな らず これ ら制酸剤 の 併用に より低下する可能性が考えられる ･
前節にお い て本薬の経 口吸収が高用量 で克進する と述 べ たが, こ の こと は本節 の実験で も
確認され た(Table ll). こ の 吸収性克進 を説明 し得る機序 の - つ と して , 本薬がそ の キ レ
ー
ト作用により細胞間隙を介 した自らの 吸収を促進 させた可能性が考え られる .
一 般に薬物 の
腸管吸収経路と して は , 腸上皮細胞実質を透過する細胞内経路お よび細胞接合部を経由 して
側 方細胞間隙 - と続く細胞間隙経路の 2 つ の 経路が存在 し, イ オ ン型薬物や低脂溶性物質,
高分子物質の 吸収に関して は後者 の経路が近年注 目されて い る[52]. Bispbo spbo n ate ほ生理
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的 pH ではそ の ほ とん どがイ オ ン型 で存在 し, か つ 脂溶性が極 めて 低い こ とか ら , そ の 腸管吸
収に細胞間隙経路の 寄与 が考え られる . 最近 の研究で も, ヒ ト直腸癌由来細胞 Cac o-2 を用 い
た 1
'
D V l
'
tT Oの 系におい て , pa midr o甲te や tiludr o n ate が細胞間隙を介 して 吸収され ると の
報告がある[53,54]. こ の 細胞間隙経路 による薬物吸収は , EDTA のようなキ レ ー ト剤 の 存在下
で促進する こ とが知られて お り[55- 57], 本実験にお い て incadr o n ate の 吸収も EDTAに より
用量依存的に克進 した . EDTÅによる吸収促進機構 は , 消化管 の細胞間隙接合部に存在す るカ
ル シ ウム等をEDTAが キ レ ー ト作用 により取り除き, 細胞間隙経路 を開く こ とによ ると考えら
れて い る[58]･ 一 方, bispho spbo nate もカ ル シウム との キ レ ー ト作用を有 して い る こと から,
EDTAと同様に吸収促進剤 と して 作用 し, 自 らの 吸収 をも促進 させる と考 えられる . なお , van
Ho ogdale mら[59]は c efoxitin の ラ ッ ト直腸 か らの 吸収が pa ni dr onate の併用により促進され
たと報告 して い る ･ また , Shr e w sbu ry ら[60]は , サリチ ル酸 の ラ ッ ト空嘩ル ー プか らの 吸収
が低濃度の etidronate により促進 され, 逆に致死 量に近い高濃度 では膜障害を伴 っ て抑制さ
れ たと報告 して い る .
第 5節 血祭蛋白結合性
Bispbospbo n ate はカル シ ウム(Ca)と結合 しやすい 性質を有 して お り , そ の 蛋白結合にも血
紫中ca の 関与が由緒され て い る[45,61,62〕. また , etidr o nat｡ は ヒ ト血清中で ア ル ブミ ン と
結合す る と と も に , Ca とも 高分 子複合体 を形成す る と報 告 され て い る[63]. 本節 で は
in c adr o n ate の 1
'
D y l
'
tT Oにお ける血紫蛋白結合率を測定 し , さらに本薬 の 蛋 白結合 にお ける
Ca の 関与, お よび Ca による と思われ る血紫中で の 複合体形成に つ い て検討 した .
【実験結果】
1. 血祭蛋 白結合率
ラ ッ ト, イ ヌ および ヒ ト血祭に 14c-in c adr o n ate を添加 して 37℃ で 15分間イ ン キ ュ ベ - ト
し, 超遠心分離(4℃ , 120,000g で 18時間) 後, 上清(蛋 白非結合型画分) 中放射能を測定する
こ とに より血紫蛋 白 - の 結合率を求めた(Table 13). 本薬 の 蚤 自給合率は , 20 - 2000ng/ml
の濃度範囲にお い て ラ ッ トで 15･8 - 25.
y
4%
, イヌ で 12. 1 - 13. 6%, ヒ トで 7. 1 - 10. 9%で あり ,
い ずれ の種 にお い て も薬物濃度に よらず ほ ぼ 一 定の債を示 した .. 一 方 , 200ng/ml の血祭試料
に EI)TA 3 dを添加 して イ ン キ エ ペ - トした とき の 蛋白結合率 は, ヒ トで は変化が み られなか
つ ため に対 し, ラ ッ トおよびイ ヌ で は EDTA無添加時の約 1/3 に低下 した .
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Table且3 PlaBm a pT O七eim binding ofinc a血 on aもein T ats, do卵 amd hu m a n sL
I
B m
'
如
Bo n ndfr a ctio n %
Rat
19.8 ± 且.1
25.4 ± 且.8
Dr Ⅶ官 C O n C e n七T a七io 皿
_ + 望 麺旦⊥ _ _ _ _
20
2 00
望00 0 15.8 ± 2,4
D o g Hu m a n
1 望.1 ±
1 2,7 ±
13.6 ±
2
.
0
1.7
1.4
7.1 ± 3.0
且0.9 ± 且.1
10.9 ± 0.7
望00【＋3 m M ED甘A】 8.1 ± 0.6 4.6 ± 1.1 且急.5 ± 2.0
M e a n±SE
,
n = 3.
2. 超遠心上清中で の存在形態
上 記実験で 得 られた超遠心 上帝を 限外洩過 チ ュ ー ブ(分画分子 量 10,000) - 移 し , 25℃ ,
1000g で約30分間遠心分離 して 限外溝過 した . 櫨液中 - の放射能 の 回収率絃イ ヌ お よび ヒ ト
で それぞれ 98
-
. 0 - 100. 3%およぴ 94. 1 - 98. 2% であ っ た(Table 14). しか し, ラ ッ トでは 3. 2
- 5. 1%と著 しく低 い 値を示 し, 超遠心上清中で incadro nate が高分子複合体と して存在する
ことが示唆された . 一 方 , EDTA添加血祭の 超遠心上清を限外液過 した ときの漉液中には, ラ
ッ トでも放射能が 100%近く回収された .
Table 14 Re c o v ery ofr adioa ctivityinto ultra患1七ra七e of8 uPe m aね n七 a鮎 T
ul 七ra c e ntri fugatio n ofplas maincbbated wi th
14C-in c adr on ate
D rug c on c e ntr aもio n
_ ⊥
_ _ _+ 臥
2 0 4.3 98.0 9 4.1
2 00 3.2 9 9.2 9 7.8
2 00 5.1 10 0.3 98.2
98.5 9 8.5 99.0型 T -
T he 8tlpe r n ata n七 w a 8ultramtered afte rpo ol血gthr e e 8 a mple 8 1n e a ch o n c e ntr atio n.
1): % ofr adioa ctivityin the po oled BtlPe r n ata nt.
3. ヒ ト血清ア ル ブミ ン との結合
14c- inc adr o nate を 4. 3%ヒ ト血清ア ルブ ミ ン(HSA) 溶液中でイ ンキ エ ペ - トした ときの 蛋白
結合率は 91. 8%(2例 の平均値)で あ っ た .
4. HSA溶液中お よび ラ ッ ト血簾中で の放射能存在形態
14c-in c adron ate を4. 3% HSA溶液中お よび ラ ッ ト血祭中でイ ン キ エ ペ - ト し, ゲル漉過 HPLC
に注入 した とき の ラジオク ロ マ トグラム を Fig. 22に示す . HSA韓液試料 の ク ロ マ トグラム に
はHSA(分子量 6万 800) 結合型in c adron ate に由来するピ ー クお よび推定分子量1 - 4万 の 高
分子 ピ ー クが認められた . 一 方, HSA溶液に EDTAを添加 した試料の ク ロ マ トグラム で は, こ
れ ら の ピ ー ク は著 しく減少 し, また蓬離の 14c-inc adr o n ate は注 入後 50分以降に溶出 したが,
カ ラ ム へ の 吸着に より ピ ー クは極めて低 か っ た . また , ラ ッ ト血紫 の ク ロ マ ト
■
グラム に は こ
4 1
れ ら高分子 由来 ピ ー クは認 められず , 遊離 の
14c- in c adr o n ate が わず か に溶出した の みで あ っ
た .
4.3 % H S A
千 †T 千 丁 T
a b c d 令 f
如き
4.3% H S A＋3 m M EDT A
T †T I千 †
a b c d e f
サ ーサケ T †
a b c d e f
10 20‾ 30 4 0 50 60 70 80
Tim e(min)
&
Fig.2 2 EPLCradiochr o matogr am s of HSA s olutio n s and ra七pla8 m ain cubated with
14C･in c adron ate.
†:Rete ntion tim e s of m ole cula r weight s七 anda Tds.
a: T hyrodlobulin (M W:6 700 00),b:†瑠1obtl in(M W:1 600 00), a:H S A(M W:6 80 00),
d: Ov albu min(M W:4 40 00), e: Myoglobin(M W:･ 170 0 0),i:V ita min B･1 2(M W:135 0)
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監考 察ヨ
Bispho spbo n ate の 血 衆蛋白結合率に 関して は , 薬物問お よび動物種間で かなり異なる債が
報告され て い る . す なわち, etidr o n ate の蛋 白結合率はラ ッ トで 29- 64%[64], ヒ トで 30%[61]
ま たは 93%[63], clodr o n ate のそれ はラ ッ トで 24%[64], ヒ トで 27- 36%[33,61]と報告され
て い る . また , pa midr o n ate の結合率はラ ッ トで 90%[36], ヒ トで 30%[62]であり, ale!1dr on ate .
で はラ ッ トで 97%, イヌ で 47%[65]とい う結果が得 られて い る . これらの試験はす べ て 限外液
過法に より実施され て い る こ とか ら , 本薬の蛋 白結合を検討する にあたり , 当初同 じ方法に
よる検討を試みた . しか し, 血紫容量潜 よび そ の 限外波過量により結合率が大きく変動 し,
か つ 同 一 条件で 試敵を実施 して も結合率の 個体差および試験機会に よる差が大 きく , 正確な
蛋 白結合率が評価 でき なか っ た .
Daley- Yate s ら[62]桔限外櫨過法に よる pamidronate の ヒ ト血祭蛋白結合率は被験者間で
19- 49%の 範囲で ばら つ き , 同 一 被扱者の血祭 でも試験機会による差がみ られたと報告 して い
る . ま た , 永野ら[63]は ヒ ト血清の 限外櫨液に 14c- etidr o n ate を添加 して 再度限外漉過 した
際 の液液中 - の 放射能回収率は低く, その原因と して潰液中 Ca と etidr o n ate との 複合体形
成 を指摘 し て い る . 本実験 の 予備 検討 にお い て も , コ ン トロ ー ル 血 祭の 限外漉液 に
14c-
in c adr o n ate を添加 して 再度限外滅過 した とこ ろ, 液液中 - の 放射能回収率は約15%と低か っ
たの に対 し, EDTA含有 の 限外洩液 で 同様に処理 したと ころ , 洩液中に ほ ぼ100% の放射能が回
収された . この こ とか ら, in c adro n ate も etidr o n ate と同様 に限外櫨液中に存在するCa と高
分子複合体を形成すると考えられ た . また , 本案 の Ca との結合 はア ルカ リ pⅠ=こお い て麻著
となるが , 上記予備検討にお ける限外滅液は pH8. 5 - 8. 8とア ルカリ性を示 した . したが っ て ,
限外埴過法にお い て は漉過膜付近 でア ルカ リ側 - の pⅠ 勾配 が生 じ, 本薬と Ca の 複合体はそ
の 由=こ依存 して形成され るた め, これが前述 の ような蛋 白結合率の ば ら つ き の 原因とな っ て
い る と推察され た1 こ れ ら の ことか ら, 本実験で は超遠心分離に より蛋 白結合型薬物を沈降
させ , 上清中放射能を測定する こ とに より蕉 白結合率を求めた . ま た, さらに こ の 上清を限
外櫨過する こ とにより上清中で の 高分子複合体 の存在 の 有無を検討 した .
超遠心法により求めた本薬 の 蛋 白結合率は , ラ ッ トで 15･ 8 - 25･ 4甲, イ ヌ で 12･ 1 - 13･ 6%,
ヒ トで 7. 1 - 10. 9%で あり , い ずれ の種にお い て も低 い 値で あ っ た . また , ラ ッ トおよびイ ヌ
で の 結合 率 は EDTÅ添加 に よ り 1/3 に低 下 し た こ と か ら , 本案 の 蛋 白結合 に は他 の
bispho spho n ate[45,61,62]と同様に Ca が 一 部 関与 して い る可能性がある . 血祭中Ca は約 40%
が蛋白, とくにア ル ブミ ン と結合 した形で存在 し, 約 10舶ミ血祭中の有機酸(リ ン酸, 炭酸,
ク エ ン酸など)と複合体を形成 して おり ,残り の 約 5P%がイオ ン化 Ca と呼ばれる遊離型 で存在
する[66]. したが っ て , Ca を介する bispho spho n ate の 蛋白結合の 機構は , Ca の 結合 した蛋
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白に薬物が結合するか , ある い は Ca と薬物とが複合体を形成 した後 , これ が蛋白に結合す る
こと による と推定され る .
ラ ッ ト血衆 の 超遠心 上清を限外洩過 した とき の櫨液中 - の 放射能回収率は 3･ 2
- 5･ 1%と非
常に低 か っ たが , EDTA添加 血祭 で は 10 %近 い 回収率を示 した こ と か ら , 超遠心上 清中で
incadr ｡ n ate の 大部分は Ca と高分子複合体を形成 して い ると考 えられ た . しか し, こ の 超遠
心上清 の pHも前述 の 限外漉液と同様に弱ア ル カ リ性を呈 して い た ･ そ こ で , ラ ッ ト コ ン ト
ロ ー ル 血紫か ら得た超遠心上清を pH調整 し, これに
14c- in c adron ate を添加 して イ ン キ エ ペ
- ト後, 限外漉過 した ｡ そ の結見 渡液中 - の放射能 の 回収率は pH8･ 28(piI未調整), 7･ 89,
7. 44お よび 7.10に求汁 ､て それぞれ 6. 2, 12. 7, 78. 2お よび 95. 6%で あり , pHが中性に近 づく
に つ れ 回収率は増加 した . なお , 超遠心上帝 の pⅡ はイ ン キ エ ペ
- トや限外液過 の 過程で さら
に上昇す る こ とが観察されて おり , 上記回収率は pⅡが保持 された場合 に堵 べ 過小評価 して い
る可 能性が ある . 以上 の こと か ら, 本薬は ラ ッ ト血紫 の 超遠 心上清 中で大部分が高分子複合
体と して 存在する が, これ はそ の pB が換作過程 で ア ル カ リ側に傾く こ と により起きる現象 で
あり , 生 理的p削こお い て は逆に少く とも8割以 上は遊離型 で存在するもの と推察され る ･ こ
の こ とは ラ ッ ト血紫 の ラジオ ク ロ マ トグラ ム(Fig. ､22)にお い て 高分子 由来 の ピ
ー クが ほ とん
ど検出されなか っ た こと からも裏付けられる .
イヌ お よび ヒ ト血紫の 超遠心 上清中で は, pH がラ ッ トと同様弱 ア ル カ リ性 を示すに もか か
わ らず , in c adr onate の大部分は遊離型で存在 した . 本薬と Ca の 結合 はリ ン酸イ オ ンの 共存
により促進する性質が あるが , 血清中 の Ca お よび 亜リ ン酸浪度 は , イ ヌ でそ れぞれ 10･ 2 お
よび 4. 40mg/dl, ヒ トで それぞれ 9.80および 3. 50ng/dlと , い ずれも ラ ッ ト(そ れぞれ 12･ 2
お よび 7. 56皿g/dl)に比 べ 低 い 値が報告されて い る[67]. したあミっ て , イ ヌ お よび ヒ ト血衆の
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超遠心上清中で はラ ッ トに比 べ 複合体が形成されにく い可能性が ある . ま た , 本薬と Ca の 結
合 は他 の 混在成分 の 影響をうけやすい こ とか ら, 血紫中の Ca やリ ン酸以外の成分の 量的種差
に起因し て い る可能性も考 えられ る .
本薬 は生理的浪度(4. 3%)の HSA溶液中で 91. 8%と高い 結合率を示 した ･ こ の HSA帝液試料の
-ラジオク ロ マ トグラ ム には ESA結合型 inc adron ate の ピ ー ク と, 推定分子 量1 - 4万 の高分子
ピ ー ク とが認め られた が, い ずれも EDTA の 添加 に より著 しく減少 した ･ なお , 本実験 で用い
た HSA溶液 中には不純物と して Ca が存在 し, そ の 濃度は 0.7ng/dl[血衆中濃度の釣 1/14]で
あっ た . し たが っ て , 後者の ピ ー ク は本薬 と Ca との複合体に由来す る ピ ー ク で あると推定さ
れ卑･ T 方 , 前述 の ようにラ ッ ト血紫 の ラジオク ロ マ トグラム に は これ らピ
ー ク 馴 まと ん ど
検出され なか っ た . こ の こと は本案が緩衝液成分 のみ の 存在下 で はア ル ブミ ンや Ca と高い 結
合性 を示 すが , 血紫中で は他の構成成分(無機イオ ン など)の 影響 が大きく, こ れら - の 結合
性が低下す る こと を示唆 して い る .
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第6節 腎障害ラ ッ トにお ける体内動態
Ⅰn c adr onate
.
は腎排壮型薬物で あり ,腎機能 の変動ほ本薬の 体内動簡に影響を及ぼす重要因
子 で ある と考 えられる . 本飾 で は腎障害ラ ッ トにおける本薬の体内動態 に つ い て述 べ るとと
もに , 本其の 腎排壮機構に つ い て考察する .
監実験結果道
本病態モ デル は , ラ ッ トの左右腎動脈を 1 時間給熟 した の ち再港渡する ことに より , 虚血
性 腎不 全 を惹 起 さ せ た モ デ ル で あ る[68,69]. Fig. 23 に は こ の 腎 障害 ラ ッ トに 1
4c-
inc adro nate を 0.3喝/kg 静脈内投与 した ときの 血祭申放射能濃度推移を, Table15には腎機
能パ ラメ ー タお よび incadro nate の 薬動力学パ ラメ ー タ を示す.
本 モデル にお い て は, ク レ アチ ニ ン ｡ クリ ア ラ ン ス(Cle f)が正 常値 の 3別こ減少 し, 血 清中
尿素窒素濃度(BロN)が正常値 の 5. 8倍 を示 した こ とか ら, 重度の 腎障事が兼起されたと判断し
た . こ の 腎障宰ラ ッ トに 14c-in c adr o n ate を静脈内投与 した とき の尿中放射能排壮率および腎
クリア ラ ン ス(CLr e n 81)は 正常ラ ッ トあそれぞれ 6%および 2%に激減 した . これに伴 い , 全身ク
リテラ ン ス(CL七ot81)は正常ラ ッ トの 34%に低下 し ,tl/2α お よびAUCはそれぞれ1･6倍お よび3･ 0
倍に増加 した . また , 骨内放射能濃度も正常ラ ッ ト の 1. 7 - 2. 1倍に増加 した .
vds sお よび腎外クリ ア ラ ン ス(CLnon r e n81)には有意な変化は認 められ なか っ た .
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Table 15 P haTm a C Okimeticpara m ete rs ofT adio a c七ivi七y A加 Tin七TaVenO u S
adminis七T a七io n of14C-inc adTOn a七e a七0.3 mg他g七o no r m alr ats
a 昆d r ats withT e nal 払ilu Te
pa r a m et rs No r m al Re n alfaihr e
Re n al 血n ction pa r a meters C LEF(ml/min 戊g)1) 5.13± 0.29 0. 1 6± 0. 0 8
''
(0.0 3)
B U N(m g/dl) 22± 1 1 27± 8
''
(5･8)
Urin a ry excretion
ofradioactivi七
Uo.6 h(% of do 8 e) 56.9± 7.6 3.5± 1.8
''
(0･0 6)
P ha r m a c okin e七ic pa r a 皿 et r8
ofpla s m a r adio a ctivity
七1J2α Ol)
tl/2β仲)
Vds8Orkg)
A U a(且g･h/ml)
C Ltotal(mLImin/kg)2)
C Lr e nal(mlノnin/kg)3)
C L加 n r e.1 al(ml/ninrkg)4)
0.2 0 ± 0. 1
盟.88± 0.53
1.08± 0.1 8
332 ± 1 1
15.1± 0.5
9.I _＋ 1.3
6 .Oj=1.3
o.32± 0.01
☆★
(1.6)
2.2 8 ± 0.2 2(0.79)
0.8 0± 0.0 7(0.7 4)
99 4 ±6 6
''
(3. 0)
5.1± 0. 3
' '
(0.3 4)
0.2± 0.1
★★
(0.0 2)
4.9±0.3 (0.82)
Bo n e co n c e ntr atio n H u me ru s(描/g)
ofradioactivity R ib(p g/g)
(6h afte rdo畠ing) S kuu(p g/g)
1.8 4± 0.0 4 3.08± 0.3 3
'
(1.7)
1.9 1 ± 0. 9 3.2 8±0.3r(1.7)
o.92士 0.0 4 1.95± 0.18
'
(盟.1)
Me a n±S Eof4 r ats .
cr e atimin e,clear a n c e,
･ 2): Do s e/A tJC;3)Do s eX Uo･6i/Aロロo-6 h; 4)CLtet81
- C Lr e n 81
to v alu e sin n o r malr a七8.
* *
:p< 0.0 1(Stude nt
'
s t･test)
): Ratio
P〈O.0 5,
1):
(
*. .
【考 察】
本実験 か ら, 腎機能 の低下 は本薬 の体内動態 に影響 を及ぼす重要因子 で ある こと が確認 さ
れた . し か し , 本 モ デル の ように薬物が尿中に ほ とん ど排推 され ない 状態に陥 っ て も, Au°
の増加は正 常ラ ッ トの 3倍 にと どま っ た . これ は本薬の CL.o.81の 約 6割 を占める CL,e nalが正 常
ラ ッ ト の 2%にま で低下 したも の の , 残り(約4割)の CLn . m al に顕著な変動がなか っ た こ t
'
に
由来する . 本薬はほ とん ど代謝 を受けず , 胆汁中 - の排 牲も僅か である こ とか ら , こ の CL｡ ｡ n r e ｡ 81
の 大部分は骨 - の取 り込 みクリ ア ラ ン ス に相当すると考え られる . す なわ ち, 上記所見は ,
本其 の 血祭か らの消失に は腎排滑 に加 え, 骨 - の 取り込 み過程 の 寄与も大きい こ とを示 して
い る .
薬物の 腎排滑は, 糸球体渡過 , 尿 細管分泌お よび尿細管再吸収 の 3 つ の過笹 により支配さ
れる . Bispbo sp血o nate の 腎排壮機構 に関 して は , etidr onate や clodr on ate で は糸球体渡過
に加峠屈細管分泌 の 関与が指摘されて い る[70]･ ま た, ale ndr on ate の 腎排滑は低用量 では大
部分 が尿細管分泌 による と報告され て い る[71]. 薬物 の 腎排壮機構を考える上 で の 重要 パ ラ
メ ー タは糸球体液過クリア ラ ン ス で あり , こ れは血紫蛋白非結合型分率(fu)と糸球体漉過速
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皮(GFR)の積(fu ｡ GFR)で表現され る . In c adr o n ate の ラ ッ ト血紫中で の 蛋 白結合率は約 20% で
ある こ と(前節, Table 13)か ら , こ こ で fu を 0･ 8 と仮定 し, か つ 甲R と して 文献値 ,
10. 1ml/min/kg[72]を用 い ると , 本薬の fu ･ GFR値は 8. 1ml/min/kg と推算される . こ の 値は
正常ラ ッ トで の 腎ク リア ラ ン ス(9. 06ml/min/kg)の 89%に相当する . したが っ て , 本薬の ラ ッ
トにお ける腎排壮は大部分が糸球体漉過によ るも の で あり, 尿細管分泌 も ー 部寄与 して い る
も の と推察され る . なお , inc adro n ate は脂溶性が低く , か つ 尿の pH領域で は大部分がイオ
ン型 で存在すると考えられ る ことか らタ 本薬の 腎排壮 に尿細管再 吸収の寄与は少 ない と推定
され る .
本実験にお い て 正 常ラ ッ トの ク レ ア チ ニ ン ｡ クリ ア ラ ン ス は 5. 13皿1/min/kg と, 上記 GFR
の 文献値に比 べ 約半分 の 値を示 した . GFRの 厳密な評価 には 一 般にイ ヌ リ ン ｡ クリア ラ ンス が
用 い られ るが , ヒ トで はク レ ア チ ニ ン ｡ ク リ ア ラ ン ス が代用される こ とが多く, その 値は腎
機能が 正 常な場合イ ヌ リ ン ｡ グリ ア ラ ンス と近 い 償を示すとい われて い る[73]. 一 九 Nam ntlm
ら[74]はラ ッ トにお けるク レ ア チ ニ ン ｡ ク リア ラ ン ス はイヌ リ ン ｡ ク リア ラ ン ス の 50- 70%
と低い 値 を示す こ と, およびそ の 理由と して ラ ッ トで はク レ ア チ ニ ン の 腎排聴に尿細管再吸
収の寄与が大きい こと を指摘 して い る .
小 括
第1 章で確立 した未変化体濃度定量法, お よび 14c一 棟識体によ る手法 を用い , 実験動物に
お ける in c adr o nat9 の 体内動態を基本的な部分(吸収, 分布, 代謝, 排壮)を中心 に検討 し,
以下 の知 見 を得た .
1 . 14c- in c adr o n ate をラ ッ トに静脈内投与 した際, 投与 した放射能の約 60%bミ尿中に排推さ
れ , 残り の大部分は標的器官 である骨 に選択的に 移行 した . 本薬は血祭か らは速やか に消失
するが , 骨には長期間残存 し, 骨内濃度半減期(tl/2β)は 200- 300日で あ っ た . また , 本案は
骨 の 有機成分(コ ラ ー ゲ ンな ど)で はなく , 無機成分(主に ハ イ ドロ キ シアパ タイ ト)に結合す
ると考えられた . これ ら の結果 から , 本案 の薬理作用が骨に選択的で あり , か つ 作用時間も
従来 の 骨吸収抑制剤(c alcito nin など)に比 べ 持続的で ある こ とが示唆された･.
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2 . 14c-in c adr o n ate をラ ッ トに静脈 内お よび経 口投与 した ときの 未変化件 の 尿中排壮率お よ
び骨内港度 は, い ずれ も放射能 の そ れ らとよく 一 致 した こ とか ら , 本薬 は投与経路 に よらず
ほとん ど代謝 を受けない こ とが明らか とな っ た .
3 . 本案 を ラ ッ トお よ びイ ヌ に静脈 内投与 し た と き の 体 内動態 は線形 で あ っ た . 一 方 ,
経 口投与 した とき の 血 紫中未変化体濃度は商用量で非線形に増加 した . 本薬 はほとん ど代謝
を受けな い こ とか ら, こ の 非線形 な血紫中濃魔の 増加 は 初回通過代謝の 飽和 で はなく , 高用
量 で本薬の 吸収が克進する こと による と考えられた .
4 . 本薬 の 吸収は食餌 により著 しく低 下 し, そ の 主 たる原因と して , 食物中に含まれるカ ル
シ ウム な どの 金属カ チオ ン との キ レ ∵ ト形成が考えられた .
一 方 , 本薬 の 吸収はキ レ ー ト邦
で ある EDTAの存在下 で 冗遺 した こ とか ら , 細胞間隙を介 した 吸収経路の 寄与が示唆された .
5 . 本薬の 血紫茸 白結合率はラ ッ トで 15. 8 - 25. 4%, イ ヌ で 12. 1 - 13. 6%, ヒ トで 7. 1 - 10. 9%
で あり , いずれ の 種にお い ても低か っ た . ま た, ラ ッ ト の 血祭中で は本薬とカ ル シ ウム と の
高分子 複合体形成が 示 唆された が , こ の 現象 には 実験換 作過程 で の pH 上 昇 に由来す る
arti ficial な部分 の寄与が大き い と考えられた .
6 . 腎障害ラ ッ トにお い て本案 の 腎排壮が激減 し, 血祭中お よび骨内港度が増加 した こ とか
ら, 腎機能の 変動は本薬の体内動態 に影響 を及ぼす重要因子 で あ る こ とが確認 され た . しか
し
, 薬物が尿中にほとん ど排壮されない 状態に陥 っ て も, AUC の増加 は正 常ラ ッ トの 3倍 にと
どま っ た こ と か ら , 本薬の 血焚 から の 消失には腎排壮 に加 え, 骨 - の 取り込み過程 の 寄与も
大き い こ とが示された .
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第 3牽 ヒ トにお ける imc adTOma七e の 体内動態
現在で は bispbospbo n ate の ヒ トで の 体内動態に閲 し多く の 報告がなされて い るが , 患者に
お ける体内動態を健常人 と比較 した例は数少な い . Fogel皿an ら[75]は種々 の骨疾患患者 に
99nTc 一 棟識 e七idr o na七e を静脈内投与 したとき の 体内動感 を健常人と比較 して い るが ,
99mTc 一 棟
畿 bisphopho nate の 血 寮中濃度や骨内濃度は
14c一棟識体投阜時と大きく異なるとの 報告が あ
り[76], 厳密な評価に 結末変化体にもとづく検討が必 要と考えられた . ま た , 他にも患者に
おける体内動感を文献健 をもとに健常人 と比較 した例はある[33,77]が , い ずれも人種差お よ
び測定法 の違 い(宋変化俸/ 放射能) 等による誤差が含まれ て い ると考えられた . こ の ように ,
骨疾患患者にお ける bispbo spho n ate の体内動感を , 未変化俸 の 挙動を指標に して健常人と直
接比較 した例は これ ま で報告され て い なか っ た . そ こ で , 本革で は健常人お よび高カル シ ウ
ム血症患者 にお ける in c adronate の 体内動感 を明らかに し, 患者でみ られる体内動感 の 変動
に つ い て そ の 要因を考察 した ｡
第 息衝 健常人における体内動態
本飾 で は健常人に inc adr o n ate を静脈内持続投与 した とき の体内動感を検討 し, 得られた
結果 を他 の bispho spho nate と比較するとともに , 前章 の ラ ッ ト, イヌ で の 成凍と廃合する こ
とに より , 本薬 の体内動態 の種差に つ い て考察 した .
【試験結束ヨ
1. 血簾中濃度
健常成人男子 に incadr o n ate の 0. 025- 1. 6mg を2時間静脈内持続投与 した ときの 血衆中未
変化体濃度推移 をFig. 24に , 薬動力学パ ラメ ー タを Table 16に示す .
投与開始後 2時間(持続投与終了 時)で の血簾中濃度 軌 0.025 - 1. 6喝 にお い て投与 量に痘
ぼ比例 して増加 した . ま た, 0. 2 - 1. 6mg投与群 での 血祭中濃度は投与終了後 2相性を示 して
減少 し, tl′2α 柱 0. 26- 0｡ 40h, tl′2β は 1. 58- 1. 98h であ っ た ･ AUCは投与量に比例 して増加
した . 一 方, Vdss 按 15. 2 - 17. 7 1, CLt.talは 139 - 160皿1/Bin, CL, e n 81 は 82- 103ml/min , お よ
び CL
n o n , e n 81は 52- 61ml/min で あり , いずれも投与量によ らずほ ぼ
一 定 の債 を示 した ･
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Fig.24 Pla8 m aC On Cen七r atio nof･u m cha nged dr ugdtlring and a耽eT a2
･h
ih奴 av en ot18imfu sio m of in c a血 o na七e a七0.盟(□), 0.4(○), 0.8(△)
a nd 1.6 m g(◇)七o払e a且thy m ale v ohl nもe e TS(m ea皿±S Eof 4s血je c七B)･
Table 16 P ha r ma e okine七icpa ra meters ofinc adTO na七ein pla s m a免e Ta 2･
･ h
in七TaVenOu8infu sion 七o heal 払y m ale v olu n七e e r 8
Dos e C2h 七1/2α t1/2P V d8 8 A U C C Ltotal C Lr e nal C Lno nr e nal
(m g) (叩Iml) Ol) Ol) O) (ng
･h/nI) (ny min) (m y min) (n u min)
0.0 2 5
0.0 5
0.1
0.2
0.4
0.8
1.6
1.17
2.1 8
3_96± 0.2 7
7.52 ± 0.3 0
1 5.6 8± 1.09
急8.6 4 ± 1.丑9
6 6.5 7± 4.4 O
0.2 9± 0.0 5
0.2 6 ±0. 2
0.3 0±0.0 2
0.4 0 ±0. 0 4
1. 9 8± 0.4 5
1. 5 8j=0. 07
1.78± 0. 08
1.9 6± 0.1 7
1 7.7 ±2.5
1 5.2± 1.6
1 7.3 ± 0.9
1 6.7± 1.1
2 2.0 5± 0.81
4 3.97± 8.2 2
84.0 4± 4.80
1 9 4.4 9± 1 2.95
1 5望± 5
154± 1 3
1 60 ± 9
1 3 9± 9
103± 10 5 2 ± 6
9 9 ± 8 6 1± 4
8 2 ± 1 0 5 7 ±2
valu e s a七0.02 5a nd0.0 5m g a r ethe m e a n of2 subje cts,
m e a n±S Eof 4s ubje cts.
C恥 Plasm a c o n c e ntr atio n at the e ndoftheinfusio n･
-
- -
,
n ot c alculated.
whe r e a 8七ho s e a七0.1七o 1.6 m g a r e七he
2. 尿 中排壮
o. o25- 1. 6mg にお ける未変化体 の 累積尿中排壮率を Tqble17に示す ･ 未変化体は投与開始
後6 時間まで に投与量の 47. 0 - 60. 3%, 24時間まで に 55. 1 - 69. 5%が排壮された ･ 未変化体は
そ の 後も徐 々 に排牡され , 72時間ま で の排壮率は 55.1 - 76. 0% であ っ た ･ また , 排壮率には
投与量に依存 した変動 は認められ なか っ た . 以上 の 結果か ら , 本薬 の 体内動態は上記用量範
囲で線形で ある と考えられた .
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Table 1 7 Cu m血1a七ive u rin ary exc retion of u ncha nged drug duTihg
and a洗e ra 2-h im七TaV en Ou Sinfu sio n ofimc adro n a七e七o
healthy m a且e v olu n七e eTS
Do s e UTin a ry e x cT eもio n(% of do se)
(mg･) 0- 6 h 0-2 4h 0-4 8a 0.72 h
0.0 望5 52.1
0.0 5 5 3.1
O.1 4 7.0±5.9
0.2 4 9.8 ±4.3
0.4 6 軌3 ±3.
0.8 54.7 ±2.1
1.6 51.0± 乱2
55.1
5 8.9
5 6.7 士6.0
60.望± 5.0
6 9.5± 3.8
6 2.1± 3.5
6 1.5 ± 8.2
5 5.i
6 0.9
61.4±5.8
64.7 ±4.9
73.9 ±4.0
66.1 ±3
.9
65.8±3.3
5 5.1
6 2.0
6 3.6 ±5.4
66.5 ±4.9
76.0±4.1
6 臥1±4.1
6 7.9±3.3
Valu e s a七0･0 2 5and O･05 m g a rethe m e a n of 28tlb5e ct8, Whereastho s e at
O･1 七o 1･6 m g a rethe m e a n士S瓦 of 41stlb3
'
e c七B.
監考 察ヨ
健常人にお ける in c adr o nate の 体内動感は , 実験動物で の 結果を良く再現 して い た . すな
わ ち, 未変化体は血 寮から速やか に消失 し(tl′2β : 約 2 時間), 尿中 - の排壮も速やか で あっ
た(投与後6時間ま で に 50- 60%). また , CLr e n 81が CLtot81 の約 60%を占めた ことから, ヒ Iで
の 主排滑経路はラ ッ トと同様に腎排壮 である こ とが 示された . 一 方 , 骨 - の取り込 みクリア
ラ ン ス に相当する CLn . n r 8 n al は , CLt.t81 の約 40%を占めた . したが っ て , 本薬の ヒ ト血祭か らの
消共には, ラ ッ トの場合(前章第 6 飾)と同様に腎排壮に加え, 骨 - の 取り込 み過程 の 寄与
､
も
大き い と考え られ る .
本案の ヒ ト血紫中で の 蛋 白結合率は約10% であ っ た(前章第5節). そ こ で , fu を 0. 9 と倣
定 し, か つ GFRはク レ ア チ ニ ン ｡ ク リア ラ ン ス(各被験者の投与前借)に等 し い と倣定する と,
本試験の 0. 4, 0. 8お よび 1. 6喝 投与群 で の 糸球体渡過ク リア ラ ン ス(fu ｡ GFR)はそれ ぞれ80,
72 お よび 70ml/min と推算された . これ らの 値は各群で の CLr e n 81(それぞ れ 103, 99および
82ml/私in)の それ ぞれ78, 73および 85%に相当する . した が っ て , 本薬の ヒ トにおける腎排維
の約 8割は糸球体洩過に よるも の で あり , 残りは尿細管分泌 によるもの と考えられる .
本試験で得られた薬動力学パ ラメ ー タ を, 他 の blspbo spbo n ate の 文献値と比較すると次の
とおりセある . すなわち, tl/2α は etidr o n ate で 0. 33h[35], clodr o n ate で 0. 22- 0.28h[33,38]
および pa midr o nよte で 0. 5 - 0. 8h[37,47,78]で あり, in c adr o n ate の tl′2α(0. 26- 0. 40h)はこ
れらと ほ ぼ同様 の 値と評価できる . ま た, tl/2βは etidr o n ate で 1. 5h[35], clodr o n ate で 2. 0
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～ 2･ 3h[33,38,77]で あり , in c adr on ate の tl′2β(1.58- 1. 98h)は こ れ らとも 一 致す る . さ らに,
本薬 の CLtot81 および CLr e n 丘1(それ ぞれ 139- 160ml/min お よび 82- 103ml/min)紘 , clodr o n ate
の文献値(そ れぞれ 107- 192ml/皿in お よび 80- 110ml/min[20,33,38,77])にほ ぼ対応する . -
方, pa皿idron ate の CLtotaユお よび CLr e たBl はそれぞ れ 178- 471皿1/min お よび 38- 74ml/min で あ
り[37,47,78], clodro n ate や in c adr o nate に比較 し CLtot81 で は高 い 値が , cL, e n 81 で は逆に低 い
値が報告されて い る . また , 投与後 o - 24時間にお ける尿中排謄率 に関 して も, 本薬 の 値(55. 1
- 69. 5%)揺 , etidr o n ate で の 52. 0%[35]お よび clodr o n ate での 73. 1%[20]にほ 痩対応する の
に対 し, pa血dr o n ate で は 12, 8 - 41. 0%と これ ら 3 化合物 に此 べ 低 い 値 が得 られて い る
[37,47, 78]･ なお , pa nidr o n ate で の 試験は全て悪性度疹患者 で実施 され て い る こと か ら, こ
う した薬物間で の体 内動態の差に は薬物自体 の性質に加 え, 病態に よる 腎機能の 低下お よび
薬物の骨 - の 移行性 の 変化が 関与 して い る可能性が考え られ る . こ う し考病態時で の 体内動
感 の 差異に 関して は次節 で詳述する . .
本試験の 1･ 6ng 投与群にお ける体重 , Vds sお よぴ CLt｡tal, ならび に ラ ッ ト, イ ヌ に 0. 3mg/kg
を静脈内投与 した とき の それら(前章第 3 飾)を総括 して Table 18に示す . 俸重 あたり の
Vdss(ml/kg)はイ ヌ >ラ ッ ト> ヒ トの 順に大き い 値 を示 したが , イ ヌ の Vdss は ヒ トの約 1. 6
倍にと どまり, 種差は比較的小 さい もの と考 えられた . 一 方, 体重 あた り の CLt.tal(ml/thin/kg)
は , ラ ッ ト>イ ヌ > ヒ トと小動物ほ ど高く , ラ ッ トで はイヌ の 約 4 倍 , イ ヌ で は ヒ トの 約 2
倍を示 した . Fig. 25には各動物の 体重(kg)の対数値を横軸に , 体重換算 しない Vds s(ml)また
は CLt｡t81(ml/min)の 対数催 を縦軸にと りプロ ッ ト した とき の 関係 を示す . これら薬動力学パ ラ
メ ー タ の 対数値は い ずれも体重 の 対数値に対 して 直線関係が認 められ , 各直線をア ロ メ トリ
ッ ク の 式[y = A ｡ Wb;y:vdss(ml)また は CLt｡t81(ml/皿in), W:体重(kg)]に当て は めた とき の ベ
き乗数(b値)は , Vds sで は 1. 00, CL..tBl で は 0. 65を示 した . - 般 に血衆蛋 白非結合型分率に
大きな種差 の ない 薬物では体重当たり の分布容積 には種差は少なく , 体重と分布容積の 両対
数プ ロ ッ トか ら求まる b値は , ほ ぼ 1 に近 い債 を示すと い われ て い る[79]. In cadron ate の 場
令 , 血紫蛋白結合率はラ ッ ト, イ ヌ お よび ヒ トにお い て 10- 25%程度と低く(前章第5節), 血
祭中で の非結合型 と して の存在率に は大きな種差が ない と考 えられ る ことか ら, 本薬の Vds s
の b値が 1･ 00を示 した こ とは上記 理論と良く符合する . - 方, 前述 した ように本薬 の CLtot81
の 半分以 上 は腎ク リア ラ ンス に由来する ･ 一 般 に薬物 の 体畢あた り の 腎クリ ア ラ ン ス は大動
物ほ ど低く , ア ロ メ トリ ック の式に当て は めた とき の b 値は 1 より小さ い値 をとると い われ
て い
+
る[79]･ ま た, 腎 の生理学的定数をア ロ メ トリ ッ クの 式に当て は めたとき の b 値と して
は, イ ヌ リ ン ･ クリア ラ ン ス で 0. 77, ク レア チ ニ ン ･ ク リア ラ ン ス で 0. 69, 腎ネフ ロ ン数で
0. 62, 糸球体表面積 で 0.80と い う値が報告され てお り[79,80], in c adr on ate の CLt.t81の b値
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o. 65は これらと近 い 値を示 した . こ の こ とは , 本案が体内で ほ とん ど代謝されずに主と して
腎排滑され る こ と, お よび本其の 血祭中で の 非結合型と して の 存在率8羊大きな種差がな い こ
とをよく反映 して い ると推察される .
Table18 Co mpaTi8 0m Of di8tTibutio nvolu me(Vd8 S)and七o七al body
cle a ran ce(CLt.tal)of inca 血 o n a七e am ong a nim al革pe Cie8L
Anim al Body w eigh七 V d8 8 C Ltot&1
O(g) (ml収g) (ml) (muminrkど) (ml/min)
Rat 0.1 54 ±0. 0 2 29 4 4 5.2 1 8.急 2.8 0
Dog l l･6±0･7 4 望7 ±1 6 4 9 70±3 5 望 4･5 1±0･2 1 5乱0±0･6
f[Ⅶ m a n 6 4.0± 3.8 2 62 ±16 16 66 6±1 06 9 急.1 7±0.16 13 9±19
The datain r ats a nd dogs r e Ce lV lng0.3 m g収g of in ea血o n a七ein七ra v e n o Ⅶ81y w e r e
cited.fr o mTable 8, a ndtho s ein hu m a n 8 W e r ef o mhealthy v oln nte e r 8PV e nl･6
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第 2節 高カ ル シウム 血症患者における体内動態
悪性腫癌 に伴う高カ ル シ ウム 血症の 発現機序 は , 骨転移 の ような腫癌細胞 の 骨局所 - の 浸
潤に基 づく も の(lo c al og te olytic hype r c alc e mia)と , 悪性腫癌 か らの 液性因子(主 に副甲状
腺ホル モ ン関連蛋白)の 分泌 を介する も の(bu 皿Or al hy pe r c alc e mia of m align an cy)とに大別
され , こ の うち80%以上 は後者に よると い われ て い る[81,82]. い ずれ の 場合も骨吸収の 異常
な先進が発症要因とな っ て おり , 血 中カ ル シ ウム濃度 の 上昇 に伴 い , 意識障害等 の 中枢神経
症状や腎不全等 の合併症が進行 し , 患者 の Qu ality of Life を著 しく悪化させ る[5].
本節 で は悪性腫蕩 に伴う高カ ル シウム 血症患者 に inc a血･o n ate を静脈内持続投与 した とき
の体 内動億 を検討 し , 得られた結果を健 常人 で の 成績と比較する こ とに より , 患者 にお ける
体内動態の 変動要因を考察 した .
監試験結果】
悪性腫療 に伴う高カ ル シウム血症患者 に in c adr o n ate の 2. 5 - 10. Omg を 2 時間静脈内持続
投与 した とき の未変化体 の 血紫中濃度お よび累積尿中排壮率 , ならび に投与前 の 血清粛 正 カ
ル シウム 使お よびク レ ア チ ニ ン ｡ ク リア ラ ン ス を Table 19に示す .
投与開始後 2 時間(持続投与終了時)にお ける血祭中濃度は 2. 5, 5. 0 お よび 10. Omg 投与時
にそれぞれ 108, 190お よび 388ng/ml であり , 投与 量にほ ぼ比例 して 増加 した . 投与開始後 8
時間 の濃度 はそれぞれ 20, 63お よび 37ng/nl で あり , 2 時間値 の 10- 33%に低下 した . 血祭
中濃度に性差を示唆する 一 定の傾 向は認 め られなか っ た . ま た , これ らの 投与量 で , 尿 中 -
投与開始後 24時間ま で に投与量 の 7. 9 - 13. 0%, 72時間ま で に 11.5 - 21. 3%の未変化体が排滑
され , 全症例 を総括 した平均尿中排壮率は , 投与開始後 24時間ま で に 10. 5%, 72時間ま で に
14. 3%で あ っ た . なお, これ ら被験者 の 投与前 の 血清補 正 Ca 値[83]は 13. 7 - 19. 3mg/dl, ク レ
ア チ ニ ン ･ クリ ア ラ ン ス は5 - 29皿1/min の 範囲にあ っ た .
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Table 19 Plas ma co n cen七r a七io n and urin ary e xcr etio n ofu nchanged dr ugd叫Tin g a nd
afte Ta 2･hin七TaV e nO uSinfusio n ofincadr on a七e 七o p鼓七ie n七s with m align ancy-
a8S O由ated hy pe TCalc e mia
Age Se m m
Ca
堅由些
1 4.4
且6.4
1 5.4
1 7.2
CI+c r
(ml/ni血)
Pla s m a c o n c e n七T aもio n
n /ml
2h
69
1 13
1 60
9 1
旦旦
2 5
5 3
乳垂
1 3
1 7
望8
2 2
町Tin a ry e x cretion
% of dos e
0.4 8 h O･72h
Do s e Patie nt
(m g) No.
仰 望望L
l(”)
2.5 2(”)
3(F)
4F
7 6
57
65
5 7
2
2
3
1
1 1
0.
-望4h
凱8
17.2
9.6
15.5
1 2.9
望1.3
2 0.8
2 1.3
n e a n
±S 丑
1 08 3 9 2 0 13.0 18.3 2 1.3
±19 ±3 - ±乏.0 ±2.7
5.0
5(M)
6伽)
7(F)
8F
4 9
6 5
8 2
6 8
13.7
15.3
14,1
且3.8
5
1 2 8
267
望4 0
1 8 12 4
6 1 3 5
9 7
8 3
37
9.5 1 1.7
8.9 11.6
15.2
14.9
皿 e a n 19 0 6 1 6 3 9.望 11.7 15.1
±SE ±37 士16
9(M) 4 7 1 5.望 2 8 25 5 40 ･9.3 1 0.6 11.5
1 0.0 10(班) 3 5 19.3 望9 59 5 9 5 望9 1･6 2･8 3･2
且且F 5 3 且5.9 1 9 3 15 8 9 41 1 乱8 1 6.7 19.
m e a n
±SE
38 8 9 2 3 7 7.9 10. 1.1.5
±10 5 ±4 ±3.3 ±4.0 ±4.8
Total m e a n 10.5 13.6 14,3
士S E ±1.5 ±2 1 ±望.7
CLe T, C r e a七inin e clea r an ce prlO r七o dr ug admini8七r a七io n･
- -
, n otdete rmin ed be c a u se ofla ck of8 a mp止ng o rla ck ofthe urine voln m e血ta ･
M align a n cy ofe a ch pa七ie n七i8 a 8fo皿o w 8:1, e B Ophage alca n cer;盟, r e ctalc a n ce r;
3, m dtiple myelo m a;4, br e a 8七c甲 Ce T;5, m ultiple m yelo m a;6,la ryn 酢 alc a n c e r;
7
, pe ri七o ni七is c a rcin o m a七o 8 a;8,le uke mia;9, a 血1七T c ellletlkemia;且0, m a並gn a nt
lympho m a;l l, a 血itT cell le uke mia･
監考 察3
患者にお ける尿中未変化体排壮率は ,投与 開始後 24時間ま で に10. 5%,72時間まで に 14･ 3%
で あり ,健常人 に1. 6mgを投与 した ときの 排撒率(それぞれ61. 5%:および67. 9%)の それぞれ1/6
お よび 1/5 に低下 した . 一 般に高カル シウム 血症にお い て は腎の尿濃縮力が低下 して多尿と
なり , 次い で脱水症状に至り 腎機能が低下すると い われて い る[84,85]･ 衷試敦にお い て も患
者 の ク レ ア チ ニ ン ｡ ク リア ラ ン ス は 5 - 29ml/min と低い 値を示 した .
一 そ こ で , 患者に 2･ 5 -
10. 0喝 , お よび健常人 に 0. 025- 1. 6mg を投与 した とき の投与開始後 24時間まで の尿中排牡
率を各被験者 の ク レア チ ニ ン ｡ ク リア ラ ン ス に対 して プ ロ ッ トした と ころ , Fig･ 26に示すと
おり両者の 間には原点を通 る正 の相関(∫ - 0. 89)が認められた . こ の ことか ら, 患者 で の 尿中
排壮率 の低下t3:, 主と して 病態に伴う腎機能 ,
-
とく に糸球体櫨過能 の低下に起因する と考え
られ る .
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本試験は重篤 な癌患者 を対象と し て 実施 され たた め, 薬動力学解析に必要な採血 点数 が確
保 できな か っ た . そ こ で , 本試験お よび健常人 に本薬 1.6mg を投与 した とき(前節)の 各血紫
中濃度 を単位投与量(1. 0喝)あたり に補正換算 して 比較 した . Fig. 27に 示すとお り , 投与開始
後 2 時間(持続投与終了時)における 血凍中濃度は患者 と健常人 で ほ ぼ同等 の値 を示 した ･
-
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方 , 8 時間 で は患者 の濃度が健常人より も約3倍高い 値を示 し, 患者にお ける本案の 消央の 遅
延が示唆された . こ の 消央遅延 は, 上述 した 腎機能低下に伴う尿中排壮速度 の 低下 に起因す
ると考えられる+
本案 の全身ク リア ラ ン ス は腎ク リア ラ ン ス と骨 - の 取り込 みクリア ラ ン ス と の 和で近似で
きる . 健常人 にお い て は前者が全身クリア ラ ン ス の 約6割, 後者が約4割を 占める こと(前節)
か ら, 患者 の血紫中濃度 はこ の 両クリ ア ラ ン ス に依存 して 変動する と考えられる . そ こで ,
腎排壮低下が血祭中濃度 - 及ぼす影響を考察するた め, 健常人 に 1. 6皿g を投与 した際に得ら
れ た薬動力学パ ラメ ー タを用い , そ の 腎ク リア ラ ン ス(- 0. 6×CL..t81)が 1/6 に低下 し, 骨 -
の 取り込み クリア ラ ン ス(- 0. 4×CL.a.al)は変化 しない と仮定 して 患者 の血 祭中濃度推移 をシ
ミ ュ レ ー トした . その 鮭農 , Fig. 27に示すとおり , 患者 の 血祭中濃度 の 8時間値は シミ ュ レ
- シ ョ ン曲線にほ ぼ合致 したが , 2お よび 4時間値は曲線よりも低い濃度水準を示 した . すな
わち , 患者 の 血祭申濃度には腎排滑低下か ら予測される ほ どの増加は藩 められない こ とにな
る .
こ の 原因と して , 患者で は本其の骨 - の 移行性 が健常人 に比 べ 克進 し, そ の 結果, 腎排滑
低下 による血紫中濃魔の 上昇が相殺きれた可能性が考えられる . Fogelman ら[75]は種々 の骨
疾患患者に 蜘Tc 一 標識 etidr o nate を静脈内投与 した際, 投与後24時間で の 放射能 の体内保持
翠(骨- の移行率に相当)は , 骨粗紫症患者 で は 21. 2%と健常人(19.2%)と差がみられなか っ た
が , ク レア チ ニ ン ･ ク リア ラ ン ス が 5 - 35ml/min と低値を示す腎性骨異栄養症患者で は 88. 6%,
ま た腎機能が 正常なpaget
'
s病 , 骨軟化症お よび原発性副甲状腺機能先進症患者で は 40. 7 -
56. 9%とい ずれも著 しく高い 保持率 を示 した と報告 して い る . また , Leyvr a zら[37]は骨転移
癌患者に pa midr o n ate を静脈内投与 したとき の未変化体 の体内残存率は, 患者の 骨転移巣数
と強い 相関(r - 0. 82)を示 したと報告 して い る . さらに , 教本ら[86]陪審性腫療に伴う高カ ル
シウム 血症患者にpa mi dr9n ateを静脈内投与 した とき の尿中未変化体排壮率(12･ 7
- 19･ 8%)!3:,
高カ ル シ ウム 血症を合併 して い ない 悪性腫痴愚看 で の 文献値(55%)に比 べ 低く , こ の相違は高
カ ル シ ウム 血症患者 で は骨吸収が克逢 してお り , 薬物が骨により多く取り込 まれた ためと推
察 して い る . 一 方, bisphospho n ate の 骨 - め移行性は骨疾患に伴う骨血涜量 の変化にも依存
すると考えられ る . Gr e e nら[87]は Paget
'
s 病お よび線維性骨異形成症患者で の骨血流量は健
常人 に比 べ 著 しく高い 値を示 し , ま た骨軟化症お よび原発性副甲状腺機能克進症患者 の
一 部
にも高い 骨血涜量が観察された と報告 して い る .
なお , 本試験の 10. Omg 投与群の 1例(被験者No. 10)で は, 投与開始後24時間ま で の 尿中排
滑率が 1.6%と全症例中の 最低値を示 したにもかか わ らず, ク レ アチ ニ ン ｡ クリア ラ ン ス は逆
に 29皿1/min と最高値 を示 し, か つ 血紫中濃度 の 8 時間値は 2時間値の 5%に低下 して おり , 血
57
衆か ら の 消失は速やか で あ っ た . こ の 患者は血清補正 カ ル シ ウム 値が 19. 3mg/dlと最高値 を
示 した こ とから , 骨吸収が特に克進 して い た症例 で あると推定され る . したが っ て , こ の よ
うな症例にお い て は本薬 の 骨 - の 移行性も特に瓦進 して おり , こ の こ とが尿中排壮率の 低下
にも ⊥ 部関与 して い る可能性が考えられる .
/l､ 括
健常人お よび高カ ル シウム血症患者に ipc adr o n ate を静脈内持続投与 したとき の 血凍申お
よび 尿 中未変化体液度を謝定 し , 体内動感の 種差, お よ び患者で み られる体内動態 の 変動 に
つ い て考察 した .
1 . 健常人にお い て はラ ッ ト(前章第6節)と 同様に , 本薬 の 全身クリア ラ ン ス の約 6割 を腎
クリ ア ラ ン ス が , 残り の約 4 勘を骨 - の 取り込みク リア ラ ン ス が 占め , 本薬の体内動態は こ
れ ら両ク リア ラ ン ス の変動により影響を受ける と考え られた . なお , 本薬の 腎排港 の約 8 割
は糸球体洩過に よるもの で あり , 残 りは尿細管分泌に よると考え られた .
2 . ラ ッ ト, イ ヌ , ヒ トの 薬動力学パ ラメ ー タ を体重に対 して プ ロ ッ トし , ア ロ メ トリ ッ ク
式にあ て はめ たときの べ き乗数(b値)は, Vds sで 1. 0, 全身クリ ア ラ ン ス で 0. 65を示 した .
これらの 値は理論値 にほ ぼ対応 し, 本案が ほ とん ど代謝されずに主 と して 腎排壮 され る こと ,
お よび血紫中で の 茸 白井結合型と して の 存在率に大きな種差 がな い こと をよく反映 して い た .
3 . 高カ ル シ ウム 血症患者にお ける尿 中未変化俸排准率は健常人 の約 1/6 に低下 した . 患者
お よび健常人で の 尿中排壮率は ク レア チ ニ ン ･ クリア ラ ン ス と正 の 相関を示 した こ と か ら,
患者 で の尿 中排壮率の 低下は腎機能 , とくに糸球体渡過速度 の 低下 に由来すると考えられた .
4 . 患者 の 血紫中濃度は尿中排壮低下 か ら推定されるほ どの増加 を示 さなか っ た . 患者で は
本薬の 骨 - の 移行性が克進 し, そ の 結果 , 腎排港低下 に伴う血祭中濃魔 の増加が相殺された
も の と推察された .
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第 4 章 Inc adro na七e の 骨肉濃度 に及ぼす諸要因
第 2 および 静3 章にお い て本案の 体内動態の 全貌が ほ ぼ明らか になり , 本薬 の血費か らの
消失には腎排滑に加え, 骨 - の 取り込み過程が重要 で あるこ とが示 された . そ こで , 本章で
は後者 の 骨に着目 し, 本薬 の 骨 - の移行性お よび移行後の消失に関わる種々 の 要因を検討 し
た . は じめ に部位依存性 に つ い て(第1 飾), 次 い で投与量依存性 , 性差お よtF加齢の 影響に
つ い て(第2節)述 べ る .
第 1飾 部位依存性
Bispbospho n a七e の 骨か ら の 消失に関する鍵来 の報告は, す べ て ラ ッ･ トまたは マ ウス を用い
た成歯 で あり , イ ヌ など欠勤物にbispho spho nate を投与 し , 骨内濃度を長期にわたり測定 し
薬動力学解析 した例は報告され て い な い . そ の 理 由 の
-
つ と して , 従来bisphospho n ate の骨
内濃度は標識化合物を用い なけれ ば評価で きず , 大動物で の長期試験が事実上不 可能で あ っ
た こ とが考えられ る . ま た, 申ispho spho n ate はオ ー トラジオ グラ フ イ - の 所見(第2章 ｡ 第1
節)か ら明らかなように骨内で不均 一 な分布 を示 すが , 部位による消失速度の違 い に つ い て ほ
宋 だ明らか にされて い ない . そ こ で , 本節 で はイ ヌ にin c adr o n ate を静脈内投卑 し, 投与後1
年ま で の 肋骨内未変化体濃度を 3 部位に分割 して測定する こ とにより , 本薬の骨人 の 移行性
お よび移行後の 消失に対する部位依存性を検討 した .
監実験結果ヨ
イ ヌ に in c adro n ate を 0. 3mg/kg 静脈内投与 した とき の肋骨内未変化体濃度推移を Fig. 28
に , 薬動力学パ ラメ ー タ を Table 20に示す .
投与後 24時間にお ける骨内港度は硬 骨骨端部(Epiphys e al c o sta)>硬骨中央部(鮎ddle
｡ ｡ sta)> 軟骨部(cartilage)の 順に高く , 硬骨骨端部で の 濃度は硬骨中央部 の 2. 7倍 , 軟骨由
の 8. 7倍を示 した . 硬骨 で の濃度は以後2相性を呈 して 減少 し , tl′2α お よび tl/2βは骨端部 で
それぞ れ 30 日お よび 249日, 中央部で 21 日お よび 351日で あ っ た ∴ また , 軟骨部で の tl/2β
は 235日 で あ っ た . なお , 軟骨部 で の tl′2α 軌 投与後 24時間お よび 31日の 濃度の ばら つ 普
が大きか っ たた め算出で きなか っ た .
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30 2 49
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C24h
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tlJ2α a ndtl/坤, obtain ed fro m m e an c o n c e ntr atioh of tw odog8･
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【考 察】
本薬 を静脈内投与後 24時間にお ける肋骨 内未変化体濃度は硬骨骨端部 で最も高く , 次い で
硬骨中央部 , 軟骨部 の 順で あ っ た . 硬骨骨端部 は主に海綿骨 で , 中央部 は主に皮質骨 で構成
されて い るが , 海綿骨における血涜量は皮質骨に比 べ 高く[88], か つ 組織形態的に も前者 の
表面積は後者 の 約8 - 10倍 を示すと い われて い る[44,89]･
一 方 , イヌ の 肋軟骨にお ける血液
供給に つ い て は明らかで はない が , 少く とも成熟 した ヒ トの 関節軟骨 にお い て は血管の 分布
は なく , 栄養供給は滑液 と呼ばれ る血衆由来 の 体液 により なされて い る[90]･ した が っ て ,
軟骨部は硬骨部 に比 べ 血流によ る薬物供給を受 けにく.い と考 えられ る ･ また , 本薬は骨 の リ
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ン酸カ ル シ ウム と化学的 に結合する と考えられ る が , 文献催[91]から求まる肋骨中カ ル シ ウ
ム 含量は , 硬骨部で は骨重畳 の お よそ 20%弱 なの に対 し, 軟骨部で の それは 5%以 下と低い値
を示す . 骨の部位間で の in c adro n ate の移行性 の差は , こ の ような部位間で の 血涜畳 , 組織
形態お よび カ ル シ ウム含量等 の 違い に由来すると考えられる .
硬骨部で の薬物濃度推移は ラ ッ トの場合(第2草 ｡ 第1節)と同様に 2相性を示 し, 骨端部
で の tl′2β は249日と, 中央部 で のそれ(351日)に比 べ やや短 い値を示 した ･ 骨端部を構成す
る海綿骨 の 代謝回転速度 は皮質骨より約 4 倍速 い とい う報告[92] もあり , 部位間で の 薬物 の
消失速度 の 差には , こう した骨の代謝回転速度 の 違い が反映 して い るもの と推察される .
骨内濃度推移が 2 相性 を示す理由に つ い て は以下 の ように考察される . 本実験で 硬骨骨端
部お よび中央部の い ずれ にお い て も消失が 2 相性を示 した こ とは, 消失 の速い 部位 と遅い 部
位が 1本の骨 に別 個に存在する の で はなく , 1部位に両消失過程がある ことを示 して い る ･ ま
た ,
3H- incadr o n ate をラ ッ トに静脈内投与 したとき の 大腿骨ミク ロ オ ー トラ ジオ グラフ イ -
[93]にお い て , 放射能は梅錦骨や皮質骨の 骨表層に局在する ことが報告され て い る . 骨表層
は骨吸収が盛ん で ある こと か ら, こ こ に取り込 まれた薬物は , 投与後比較的速や か に遊離 ･
放出される と考えられる･
一 方 , 放射能 の 一 部は骨吸収の乏 しい 骨深部にも取り込まれるが,
そ こ か らの 消失は遅 い と考え られ る . これ らの こ とから, Fig. 29に示すような骨表層お よび
骨深部 をそれぞれα 相およびβ相の 消失に寄与する コ ン パ
ー トメ ン ト(それぞれ Blお よび B2)
と倣定 した モ デル が考 えられる . なお, 上述 の オ ー トラジオ グラフ イ 一 にお い て ほ , 骨表層
に取り込 まれた薬物が投与後骨形成に伴 っ て徐 々 に骨深部に移動する こ とが観察され ており
[93], 本 モデル におい て Blか らB2- の 物質移動もあると考 えられる ･
<Bo n e>
ⅠⅤ
息h
U rin e
<soft tissu es>
｢ 告 #*
S
B1
(St)rfac e site)
iblB2
B2
P eepsite)
Fig･29 Po ssible pha rm a c okin etic m odel fo rin cadron atein bo n e･
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第2飾 投阜畳依存性, 性差お よび加齢 の髪響
Bispho sphonate の 骨内濃度に対す る投与量依存性, 性差お よび加齢の影響に関 して は , す
で に■14c- alendr o nate を ラ ッ トに静脈内投与 した ときの 投与後 24 時間値 に関する報告[94]が
ある ･ しか し , 投与後 24時間以降 の骨 内濃度を長期に わたり測定 し, 骨か らの 消失に対する
これらの 要因を考察 した例は現在ま で報告されて い ない . 本飾 で は , 若齢お よび加齢の各雌
雄ラ ッ トに in c adronate を静脈内投与 し , 投与後 1年 まで の 骨内未変化体濃度を測定する こ
とに より , 本案の 骨 - の 移行性お よび移行後 の骨か ら の 消失 に対する投与量依存性 , 性差お
よび加齢の影響に つ い て検討 した .
【実数結果】
1. 投与量依存性
若齢(7適齢) 雄ラ ッ トに in c adr o n ate を 0. 03- 3mg/kg 静脈内投与 したと き の 上腕骨内未変
化俸濃度 の 推移を Fig. 30-(a)に, 薬動力学パ ラメ ー タを Tabユe 21に示す .
投与後 24時間にお ける骨内濃度(c2｡h)は 0. 03, 0. 3お よび 3喝/kg にお い て そ れぞれ 0.220,
2･079お よび 18･ 03岬/g で あり, 投与量にほ ぼ比例 して増加 した . また , tl′2a はそ れぞ れ 13. 4,
14･ 1お よ び 16･2 日で あり, 投与量 の 増加に伴い琴長 した ･ 一 方 ,_ tl/2βはそれぞれ 388, 444
お よび 350日 で あり, 殺与量に依存 した変動は静め られなか っ た .
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Table2 1 I P haT m aC Okin eticpaTa m e七e TS Ofinc a血 on atein htlm e Tu8 a允e r
intTaV e n O t1S administT ation 七o Ta七8.
Age Se x Do s e C2 瓜
a
0.03 0.2 2 0±0.0 0 8
0.3 望.0 79±0.0 5 6
乱0 18.0 3±O.3 8
七1/2α 七1/2β
臥
13.4 3 88
14.1 4 4 4
16.2 3 50
Yo u ng M ale
Yo u ng Fe m ale■
Se n e sc e n七 M ale 0.3
Se n e 8C e n七 Fe m ale
且.9 6 9 ±0.且1 9 12.1 4 1 7
i.04 4 ±0. 5 1 12.7 35 1
i.2 9 4 ±0.0 7 0 17.6 31 6
C別も, bo n e con c en七r a七io n a七 朗 hT a鮎 Tdo sing(m e a n±SE of3 T ats).
七1/2α a nd･七1/5軌 haLf-hfein the e a rly pha さe a nd七er minalpha se,
T e 8pe Ct;iv ely, c alc ulated fr o m m e a nbo n e c o n c e n七T a七io n8.
2. 性差および加 齢の影響
7適齢(若齢)お よび12ケ 月齢(加齢)の 各雌雄 ラ ッ トに in c a血o n ate を0. 3皿g/kg静脈内投与
したときの 上腕骨内未変化体濃度 の 推移を Fig. 30-(b)に , 薬動力学パ ラメ ー タを･Table 21
に示す｡
若齢ラ ッ トの C2｡hには性差はみ られなか っ た(雄 :2. 079iLg/g, 雌 :1. 969岬/g). 一 方, 加
齢ラ ッ ト の C24hにはやや性差がみ られ, 雌が雄 より 24%高い値を示 した(雄:1. 04叫g/g, 堆 :
1. 29軸g/g;p< 0. 05). ま た, 加齢 の 雄お よび雌 ラ ッ トで の C24hは, 若齢ラ ッ トの それぞれ50%
および 66%を示 し(各p<o. o1), 加齢 による骨 - の取り込み の 低下が認 められ た .
tl′2α には性差あ る い は加齢 によ る変化を 示唆する
一 定 の償向は認め られ なか っ た(若齢
雄 :14. 1日 , 苦齢雌 :12. 1日 , 加齢雄 :12. 7 日 , 加齢雌 :17. 6 日). また , tl′2βは若齢お よ
･
び加齢ラ ッ トの い ずれにお い て も雌で やや短 い倭 向を示 したが(若齢雄:444日, 若齢雌:417
日 , 加齢雄 :351日 , 加酪雌 :316 日), その 差は 10%以 内と小 さく, 個体差も考慮すると性差
は ほ とん どな い と考 えられ た . 一 方 , 加齢 ラ ッ トの tl′2β は若齢 ラ ッ トの 79%(雄)および
76%(雌)を示 し, 加齢により短縮する傾向が認 め られた .
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3. 骨重量 の 変化 と骨肉薬物量 と の 師係
本実験にお い て上腕骨重量 は動物 の 成長 に伴 い 増加 した が , その 増加 率を投与後364日/24
時間の比 で比較すると , 若齢雄(2. 3 倍)>若齢雌(1.7 倍)>加齢雌(1｡ 2倍)お よび雄(1.1 倍)
の 順に高か っ た . そ こ で , Fig. 30の 骨内薬物濃度 に骨重量 を乗 じて 上腕骨 1本あたり の 薬物
畳(岬/bⅧ e r u s)の経時的推移を求 めた(Fig. 31)･ そ の結果 , 若齢雄 ラ ッ トで の 骨内薬物畳の
経時的推移 は, 0. 03皿g/kg では骨内濃度推移と同様 2 相性を示 した が, 3mg/kg で は α 相が ほ
とん ど検出されなか っ た . 一 方, o. 3mg/kg を若齢および加齢 の 雌雄 ラ ッ トに静脈内投与 した
とき の骨内薬物量は , 投与後28 日ま で は各群と もほ ぼ平行 し て減衰 したが , 28日以降の減衰
は雌雄 い ずれにお い て も加齢 ラ ッ トの 方が若齢ラ ッ トより速や か で あり , 加齢 による β相 で
の 消失速度 の 変動が前述 の 骨内濃度推移(由g. 30)より さらに明確 に観察 され た .
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監考 察道
本実験より , in c adr o n ate の骨 - の 取り込 み は, 少 くとも 3mg/kg ま で線形で ある ことが示
され た . この 3mg/kg とい う用量は , 副甲状腺ホル モ ン誘発高カル シ ウム 血症ラ ッ トにおける
本薬 の最小有効用量(0. 03mg/kg)[13]の 百倍 に相当する . なお , 他剤で ほ alendronate の ラ ッ
ト骨 - の 取り込み が 0. 1 - 5皿g/kg の 範囲で線形 に増加 し,long/kg 以上 では飽和傾向を示 した
と報告されて い る[94]. また , pa midr o n ate の ラ ッ ト骨 - の移行率は, 0. 01 - long/kg にお い
て ほ ぼ 一 定であ っ たと報告されて い る[30].
こ こで , 若齢雄ラ ッ トに本薬0.3喝/kg を静脈内投与 したとき の骨 - の 取り込みク リア ラ ン
ス(CLup) を次式 により求めた .
CLup - C24h/Au°._24 h
≒ c24h/At)Co_ q
C2.A : 投与後24時間で の 上腕骨内浪度 (2.079岬/ど, Table 21)
AUCo. 叫 : 血紫中濃魔 の ÅロC (275.1 ng ｡ h/nl, Table 8)
こ の計算 に際 し,投与後24時間まで骨か ら の薬物の 遊離は無視でき , か つ AUC. 側 はAUCod で
近似できる と仮定 した . そ の 結果, CLup 壮
"
0. 13皿1/皿in/gbo ne
”
と算出された . こ の億は,
文献値[95,96]に基 づ い て 推算 した若齢ラ ッ ト上腕骨の 血祭流量, 0. 10- 0. 15皿1/miれ/gbone
にほ ぼ相当する . こ の こ とは, 本薬 の骨 - の 取り込み過程がラ ッ トで は血紫流量律速で ある
ことを示唆 して い る . 一 方, 前節 のイ ヌ肋骨の 硬骨骨端部における CLup ほ同じ計算法により
``
o. o4ml/mュn/g
''
と算出され, こ の部位 で の 血祭涜量 は文献値[88]をもとに0. 18ml/min/g と
推算された . こ れらの 健か ら求ま る本薬 の骨除去率は 0. 04/0. 18- 0. 22で あり, イ ヌ におけ
る骨 - の 取り込 み は血衆流量より もむ しろ骨の 固有ク リア ラ ンス , すなわ ち骨表面積, 代謝
回転速度 な ど骨組織自体の要因に依存する可能性がある . なお , Hughe sら[97]はイ ヌ腰骨の
1
'
D S1
'
tu港流実験に より , 99hTc - etidro n ate の 骨除去率を0. 18- 0. 27と■算出 して い る .
投与後 24時間以降の骨か らの消失に関 して は ,tl′2α に投与量の増加 に伴う遅延が薄 められ
た . また , ラ ッ トの 骨は成長に伴い 増量する こ とか ら, 単位重量あたり の濃度(岬/g)で はな
く, これ に骨重量を乗 じて 上腕骨 1 本あたり の 薬物量(岬/hum eru s)で経時的推移 を表 した と
こ ろ, tl/2α の遅延 はより顕著となり , 最高用量 3mg/kg で はみかけ上 α 相が ほとん ど検出され
なか っ た I Bisphospho n ate の 骨か らの消失は骨 の代謝回転速度, とくi羊骨吸収速度に依存す
ると考えられる . 一 方 , 本薬の 主 たる薬理作用ほ骨吸収の抑制で あり, そ の作用は骨内濃度
に依存 して発現する こ とが報告されて い る[98,99]. したが っ て , 投与量の増加に伴う tl/2α
の 遅延 は, 本薬 の 骨吸収抑制作用が骨内濃度 に依存 して 先進するこ とにより , 高用量にお い
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て本薬自身 の骨 か ら の遊離 ｡ 消 失が抑制さ れた結果で ある と推察され る . これに 対 し, tl′2β
には投与 量に依存 した 変動はみ られ なか っ た . 骨吸収は骨表面に存在する破骨細胞に より営
まれるが , 前節 でも述 べ た ように 3E-in cadron ate をラ ッ トに静脈 内投与 した とき の骨 ミク ロ
オ ー トラジ オグラ フ イ - [93]にお い て , 放射能は投与直後 は骨表層に局在 し , 以後骨形成 に
伴 っ て徐 々 に骨深部に移動す るこ とが報告されて い る . こ の こ とか ら, incadr o nate は α 相 に
対応す る投与後 1 ケ月程度まで は破骨細胞に より骨吸収が営まれ る骨表面近隣に存在するた
め
, そ の 消失は薬理作用 の影響 を受 けるが , β相 に相当する投与後 3 ケ 月 以降で は , 薬物が
骨吸収の 乏 しい 骨深部に埋没するた め , 高用量で も薬理作用の影響が減弱 し, 消央遅延 を起
こさなか っ たも の と推察され る .
なお , bispho spbo n ate の作用の 持続性は, 動物種, 骨疾患 の 種類, 投与量, 投与期 間お よ
び評価 の指標に依存する と い われ てお り , い まだ 一 定の 見解は得られ て い
.
ない . Stutz e rら
[100]は高カ ル シウム 血症ラ ッ トに ale ndr o n ate ま たは clodr o n ate を単回皮下投与 した際,
血 中カル シ ウム 低下作用は投与後 3 週 間持続 した と報告 して い る . また , 恥 o n skiら[101コは
卵巣摘出ラ ッ トで の骨量減少に対する抑制効果は , etidron ate また は ris edr o nate の 反復投
与(適2 回 , 6 ケ 月 間) 終了後少く とも6 ケ月 間持続 した と述 べ て い る . また, Eaji ら[102]は
正常ラ ッ トに in c adr o n ate を週 3回 , 2週間反復投与 した とき の腰骨 にお ける代謝回転は , 投
与終了後 12週 目にお い て も対照群に比 べ 抑制されて い た と述 べ て い る . ヒ トに関する報告 で
揺, 閉経後骨粗紫症患者 に ale ndron ate を 4 日間静脈内投与 した際, 血清カル シ ウム 低下作
用は投与後 2週で消失 した も の の , 尿 中 - の カ ル シウム お よび ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン(骨吸収
マ ー カ ー の 一 つ)の 排壮は投与後 6 ケ 月 ま で抑制された[103]. 一 方, 同 じ ale ndr onate を単
回静脈内投与 したと き の ハ イ ドロ キ シ プ ロ リ ン の 尿 中排滑は ,
'
paget. s 病患者 で は投与後 6
ケ 月 ま で抑制された の に対 し, 原発性副甲状腺機能克進症患者お よび 閉経後骨軟化症患者 で
は投与後 4 - 6週 間で投与前値に回復 した[104]. また , 健康な閉経後女性に tiludr o n ate を 6
ケ月 間反復経 口投与 した ときの 骨密度は , 投与終了後18ケ 月 にお い て もプ ラセ ボ投与群に比
べ 有意 に高か っ たと報告されて い る[105].
一 本実験にお い て , 若齢 ラ ッ トの C24hには性差は認 められ なか っ た . - 方 , 加齢ラ ッ トで は
雌 の C24hが雄 より高い 債を示 した が , そ の差 は 24%と小 さか っ た こ とか ら, 薬理学的お よび毒
性学的観点で の 重要度は低い と考 えられる . なお , Lin ら[94]は ale ndr o n ate を1mg/kg 静脈
内投与 した際, 若齢 ラ ッ トの C24hは雄 が雌 より 30- 40%高く , 加齢 ラ ッ ト の C24hには性差がみ
られなか っ たと報告 して い る . 両薬物で結果が異なる理由は明らか で ない が , 用い た ラ ッ ト
の 系競種が異なる(ale ndr o n ate で は Spr agu e-Da 甘1ey系 , 本薬 では Fis che r系)こと が原因の
一 つ と して 考 えられ る .
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骨か ら の 消共に関 して は明確 な性差柱認 め られ なか っ た . こ の こ とは , ラ ッ トの 骨形成お
よび骨吸収速度に顕著な性差がみ られ ない こと[106]を反映 して い る と推察される ･
加齢ラ ッ トの C24hは若齢 ラ ッ トの 50- 66%を示 し, 加齢による骨 - の 取り込み の低下が示さ
れた . 同様 の 所見は, ale ndr o n ate に 掛 ､て も報告されて い る[94]. こ の現象 は, 加齢 に伴う
骨血流量 の低下お よび骨 の組織形態学的変化に由来すると推察される ･ ラ ッ ト の骨血流量は
加齢により低下し , とく に上腕骨 で は若齢時の 50%に減少すると報告され て い
■
る[96]. また ,
ラ ッ トの骨塩畳や骨表面積も, 加齢により低下するとい われ て い る[106,107]･
骨からの 消失過程 の うち, 七1′2α には加齢の影響はみ られ なか っ たが , 七1/2βには加齢ラ ッ ト
で短縮傾向が静められた . また , こ の 償向は経時的推移を上腕骨 1 本 あた り の薬物畳で表現
したとき さらに顕著で あ っ た . こ の ことは , 加齢 ラ ッ トでは骨の 代謝回転速度が低下する の
で , 骨内濃度半減期も遅延する で あろう, とい う当初の 予想 に反 した結果で あ っ た ･ この 原
因の 一 つ と して , 薬物 の骨内局在部位 の 遠い が考えられ る. すなわち, 本薬を若齢 ラ ッ トに
静脈内投与 したときの 上腕骨オ ー トラ ジオ グラ フ イ
- (第2 章 ｡ 第 1飾)にお い て , 放射能は
投与直後 で は骨幹端に高濃度に集積 したが , こ の部位 は骨 の成長に伴い 骨幹に変化 し, 投与
後新た に形成された骨幹端には放射能は認め られなか っ た . 骨幹端は主に海綿骨で , 骨幹は
皮質骨で構成されて い る が , 前者 の代謝回転速度措後者より速やか で ある【92]･ また, 前節
の 実験で , 本薬の イ ヌ 肋骨中で の tl/2βは海綿骨に富む骨端部 の 方が皮質骨に富む骨中央部に
比 べ 速やかで あ っ た . こ れ らの 事実か ら次 の ような貌明が可能で ある ･ すなわ ち, 骨の 成長
が速い 若齢ラ ッ トに in c adro n ate を投与 した場合, 本薬が集積 した骨幹端株やがて骨幹に変
イヒし, 薬物は代謝回転 の 遅い 骨幹部に長期間留ま る ことになる .
一 方, 骨 の 成長が遅 い加齢
ラ ッ トに投与 した場合 , 本薬 の 多くは骨幹端 の 近隣に長期間留まる と考 えられ る ･ 加齢ラ ッ
トの 骨幹端にお ける代謝回転速度が若齢ラ ッ トの 骨幹 の それ に比 べ 速やか で あるため , 上腕
骨 1 本で評価 した場合, 加齢 ラ ッ トにおけるβ相 で の 消失が若齢ラ ッ 7
t に比 べ 速やか で あ っ
た可能性が考えられ る .
以上 の 結果を総括する と, 本薬の骨内濃度に及ぼす種々 の 要因の うち特筆す べ きも の と し
て , 投与量に依存 した tl/2α の 遅延 , および加齢に伴う骨 - の 取り込み の低下の 2 つ が挙げら
れる .
67
/l､ 括
Incadr o n ate をラ ッ トおよびイ ヌ に静脈 内投与 したとき の骨 内未変イヒ体濃度を投与後 1 年
まで 測定す る こ とにより, 本薬 の骨 - の 移行性お よび移行後の 骨か らの 消失 に及 ぼす種 々 の
要因に つ い て 検討 した .
1 . 骨は;阻織学的に海綿骨と皮質骨と に大別 され , 一 般 に前者 の 方が血流が豊富で あり , 秦
面積も大きく , また代謝回転も速い . In c adro n ate の骨 にお ける動態も こ の ことを反映 して お
り , イ ヌ の肋骨にお い て ほ海綿骨 に富む骨端部の 方が, 皮質骨に富む骨中央部に比 べ 本薬 の
移行性が高く , か つ 移行後の 消失も速やか で あ っ た .
2 . ラ ッ トにお ける骨 - の 取り込 み クリア ラ ン ス(CLup)は骨の 血紫流量と 同程度 の 値を示 し,
本薬 の骨 - の 取り込み過程 はラ ッ トで は血祭流量律速 で あると考え られた . 一 方, イヌ にお
ける CL叩 は血祭流量よりも低く , 骨除去率(CLup/血祭流量)は 0.22を示 した . したが っ て ,
イヌ にお ける骨 - の取り込 みは , 血 祭流量 より もむ しろ骨の 固有ク リア ラ ン ス(骨表面積 , 代
謝回転速度な どの要因)に依存す ると推察された .
3 . 若齢 ラ ッ トで の骨 - の取り込 みは 0. 03- 3mg/kg の 用量範 囲で ほ ぼ線形 で あ っ た . 一 方,
骨 か らの消失に関 して は, tlノ2α に投与量 に依存 した遅延 が認 められた ･ こ の 消失遅延 は, 杏
薬 の 骨吸収抑制作用が 骨内濃度 に依存 して 克進 し , 高用量 に
.
お い て 薬物自身の 骨 か ら の 遊
離 ･ 消央が抑制された ことに よる と推察された .
4 . 骨 - の 移行性お よび移行後 の消失 に著 しい 性差は認 め られなか っ た .
5 . 加齢 ラ ッ ト(12ケ 月 齢)で の 骨 内濃度は若齢ラ ッ ト(7週齢)の 50- 66%に低下 し, そ の 原因
と して加齢に伴う骨血溌量お よび骨表面積 の 低下 が考 えられた . ま た , 骨 か ら の消失に関 し
て は , tl/2β に加齢 による短縮僚 向が認め られた ･
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寮 5章 骨転移ラ ッ トにお ける in c adT Ona七e の 体内動態
- 体内動態面 からの 傍周機序 の 考察 -
癌は 一 般に考えられて い る以上 に高額度 で骨に転移する . 剖検例 の 検索で は , 痕による死
亡例 の 30- 70%に骨転移が生 じて い ると報告されて い る[108-110]. こ の 原因
-
と して , 骨髄組
織が血行豊富な勝者 で あり , 癌細胞が血行 に乗 っ て 骨に到達 しやす い こ とが考えられ る . 漢
た , 転移の 頻度は原発癌腫に より異なり, 骨転移の約 80%壮乳癌, 前立腺癌お よび肺癌で 占め
られ て い る[6].
骨に転移 した癌細胞は , 様 々 なサイ トカイ ン(PTHrP, TGF- α, ■TNF- α , TNF-β, I L-1, Ⅰレ6,
PGE2な ど) を分泌す る こと により転移巣 の周辺 部に破骨細胞 を動員 して活性化 し, 癌の増殖に
必要な骨溶解 を引き起 こす[109-111]. そ の結果 , 多様な合併症が生 じ, なか でも骨痔痛, 柄
的骨折 , 高カル シ ウム 血症が多くの 症例に藩め られ, 患者の Quality of Life を著 しく低下
させ る . 現在, 骨転移 の治療 に は放射線療法や化学療法が適用され て い るが , 骨 の 転移部位
に特異的に作用する薬剤は開発されて い ない .
本章で ほ , 骨転移モ デ ル動物 にお ける in c adr o n ate の 薬理作用に つ い て 検討 し, 次い で骨
転移ラ ッ トにお ける本薬 の 体内動態, とく に骨転移部位 - の移行性に つ い て 明らか に した.
さ らに , こ の転移部位にお ける 局所薬物濃度を定量 し, 1
'
B V7
'
tT Oの薬理実験にお ける有効薬
物濃度と比較す る ことに より , モ デル 動物 でみ られる本薬の 薬効発現機序に つ い て 考察 した.
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第且飾 In c adr ona七e の骨腫療進展抑制搾周
1992年に Nakai ら[112]により , ヒ トメ ラ ノ ー マ 細胞A375を ヌ ー ド マ ウス の 心臓内に注 入
すると , 臨床 で認 め られる ような骨転移が誘発され る こ とが報告され た . そ こ で , 本実験で
は 同様 の 方法 で 骨 転移 マ ウ ス を 作製 し , こ の モ デ ル で み られ る骨 腫癌 の 進 展 に対 す る
in c adr o nate の 作用 を検討 した .
監実験結果苫
A375を心臓 内注入後 4週目に incadro n ate を単回静脈内投与 し た . 薬物投与後 7 日目に大
腿骨を採取 し , 軟Ⅹ線写真に より骨転移巣の 面積 を測定 した . Fig. 32に示すとお り , 生 理食
塩水投与群 では投与後 7 日目にお い て 投与前 に比 べ 転移鹿癌面積 の増大が認 められた . 一 方 ,
in c adr o n ate(0. 1 - 1mg/kg)は こ の 転移 腫疹面積 の増大 を用 量依存的 に抑制 し , そ の 作用 は
1mg/kg で有意(p < 0. 05)で あ っ た . なお , 本所見と同様 の成凍 は ris edron ate で も報告され
てお り[113,114], 骨転移 の 治療に対す る bispho spho n ate の 臨床上 で の 有用性が期待される ･
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第2節 骨転移ラ ッ トにお ける体内動態
前節 の 骨鹿疹進展抑制作用 は , 本薬 の主作用が骨吸収抑制で ある こ と
■
か ら考え, 本薬が転
移巣周辺 部の 破骨細胞に 作用す る こ とにより , 腫療 の進展 に必要 な骨溶解過程を抑制 した こ
とによると推察され る . 事実, Hir aga ら[115]は骨転移マ ウス にお い て 腫療転移巣周辺 に存在
する破骨細胞 の 数お よび活性が in c adr o n ate の投与により著 しく減少 したと報告 して い る .
しか し, bispho spho n ate が 1
'
D V 1
'
ァ0 で腫癌細胞 に直接作用するか否か に つ い て は , い まだ明
確な結論は出され て い ない . さらに , bispbo spho n ate の骨転移巣 - の 移行性を定量的に評価
した例も報告されて い ない .
前節で用 い た骨転移 マ ウス は個体と して 小 さすぎる( 体重約20- 25g)た め, こ の 動物で の 体
内動態 の詳細な検討は 困難と考 えられた . そ こ で , 本飾で は同 じA375腫癌細胞 を用い てヌ ー
ドラ ッ トの骨転移 モ デル を新た に作製 し, これ に 1 4c-in c adr o n ate を静脈内投与 した とき の 体
内動態を全身 レ ベ ル お よ び局所 レ ベ ル で検討 した .
【実験結果】
1. 骨転移像
腫癌細胞注 入後 4週 目の ヌ ー ドラ ッ トの 軟 Ⅹ 線写真(Fig. 33)にお い て , 溶骨性 の骨転移が
上腕骨, 肩甲骨, 大腿骨および腰骨 に認 められた . また , 他 の ラ ッ トで は骨盤 , 椎骨 , 肋骨
および頭蓋骨 にも腫癌 の 転移が認め られた(デー タは示 さず). これ ら の 転移像は, 骨転移 マ
ウス でみ られる転移像[111,112]と同質 の もの で あ っ た .
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Fig.3 3 Ty picals oftX- ray radiogr aphs ofa n ude r at at4 w eeks after l n3
'
e ction of A 3 75
hu m a n melan om a cells. Oste olytic m eta sta s es(ar row s)are s e enin the hu m eri,
s capula e, fe m o r a ndtibiae . A, fore -limb a r e a,
･ B, hind lim b are a.
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2｡ 全身 レ ベ ル で の 体内動態
骨転移ラ ッ トお よび 正常ラ ッ トに 14c-in cadr o n ate を0･ 3mg/kg静脈 内投与 した ときq)血寮
中放射能濃度推移を Fig｡ 34に, 薬動力学パ ラメ ー タ をTable 22に示す . 骨転移ラ ッ トにお
ける血簾中濃度は正 常ラ ッ トと同様 に推移 した . また, 薬動力学パ ラメ ー タを両群で 比較 し
て も, tl/2βに有意差(p< o･ o1)がみ られたもの の , 他の パ ラメ ー タ(尿中排牡率, tl′2α, Å口C,
Vds s, CLtot81, CL, e h 81お よび CLn o n r e nal)にほ差が認 められ なか っ た .
投与後 6 時間でゐ骨内放射能濃度に関して も , 骨転移ラ ッ トの腰骨お よび頭蓋骨で 正常ラ
ッ トに比 べ 有意な(そ れぞれ p< 0. 05お よび p< 0. 01) 濃度の 低下がみ られ たが , そ の低下率は
20%程度で あり , ま た , 骨 - の取り込 みクリア ラ ン ス(CL”P)で比較する と, いずれ の採取骨に
お い て も 両群 で 有意 な差 は潜 め られ な か っ た . 以上 の 結果か ら , 骨転移 ラ ッ トにお ける
in c adr o n ate の体内動態は , 全身 レ ベ ル で みた場合 , 正 常ラ ッ トと ほとん ど差がない ことが明
らかとな っ た .
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Table 2 2 P ha T皿 a C Okin e七icpaTa m e七ers ofT adioactiviもy a氏e TinもTa Ven Otl S
ad minis七r a七io n of14C-incadr ona七e a七0.3 m grkgto n or m alT a七8
and T ats With bo ne meta s七a s e s
Par a m e七 rs Nor mal Bon e m eta 8ta S eS
U rin a ry ex cretio且 Uo･6i(% of do s e) 5 7.8± 4･4 5 7･1± 1･3
ofTadio a ctivit
P ha T m a COkin e七ic pa r am eters
ofpla畠m a radioa ctivity
tl/2α (血)
tlI紳 (血)
V d88Pkg)
A tJ C(ng･h/ml)
C Ltotal(ml/min収 g)I)
C L, . n at(ml/minrkg)2)
C Ln . n T e n &l(ml/minJkg)3)
O.2 1 ± 0. 望
3.1 1± 0.09
1.42 ±0.15
2 2 4:±12
2 2.6± 1.2
13.5j:0.8
9. 0 ± 1.4
0. 1 9 j=O.O 1
1.89± 0. 09
☆★
1.54 ± 0.4 8
望14± 33
2 5.5± 4.5
1 4.9± 2.7
1 (!.6 ± 2.0
Bo n e c o n c e ntr atio n
ofr adio a c七ivi七y
(6h after do 8ing)
Hu m er t18(p g/ど)
Fe m u r(p g/ど)
I
Tibia(p g/g)
Rib(p g/g)
Skt1 1(LIE/ど)
1.68± 0.12
1.6 2± 0.1 0
1.4 9 ±0.10
1.79± 0.1 3
0.7 4 ± 0. 2
1.61 _＋ 0.0 4
1.3 1± 0.0 2
1.2 6 ± 0. 4
★
1.68± 0.03
0.5 8 ± 0.0 3
★♯
Bo n etLptake cle a ra n c e Hn m e m 8(nlJmin/g)
(CLup)4) Fe mⅦr(m u皿 in/g)
Tibia(ml/min/g)
Rib(ml/min/g)
Sk ul 1(ml/凪in/ど)
0. 13 1± 0.00 4
0. 1 26j:0 .0 0 2
0. 1 16j=0.0 03
0.1 3 9j:0.0 0 3
0.0 58± 0.001
0.1 32± 0.02 3
0. 1 1 4± 0.02 1
0. 1 0 8± 0.01 7
0.137± 0.0 2 2
0.0 49± 0.0 07
M e a n±S Eof4 r ats.
Do s e/A u°;2)Do s eX Uo.6 h/AUCo-6 h;3)C Ltot&1 - C Lr e n &l;
(Bo ne c o n c e 且tr atio n)/A UCo-6 h.
p<0.05,
**: p< 0.0 1(Sttlde nt
'
B t-te st)
1):
4):
☆ . ,
3. 骨オ ー トラジオ グラフ イ 一
骨転移 ラ ッ トに14c- in c adr o n ate を静脈内投与後6時間にお ける上腕骨お よび大腿骨 の オ ー
トラジ オ グラム を , バ イ オイ メ ー ジ ン グ ･ ア ナ ライザ ー , BAS- 2000(富士 フ イ ル ム) を用い 作
成 した . Fig. 35に示す とおり , 腫疹転移巣 の周 辺部 , すなわ ち, 破骨細胞により骨吸収が克
進 し て い る領域に放射能の集積が 認め られた . そ の濃度は , 本薬が正常ラ ッ トで本来高濃度
に分布す る部位で ある骨幹端にお ける濃度に相当 した . また , BÅS- 2000による定量分析の 結
果, この 腫療転移巣周辺 部(赤- 黄色 の 領域)の放射能濃度 は , 約 3pg/g と見積 もられ , とく
に赤色 を示 す最高濃度部位 に限局する と, そ の 濃度は 8 - lo揮/g に達 した .
一 方 , 育ま たは
紫色 を呈す る転移巣内部(腫癌細胞領域)における放射能濃度 は, 0. 3 - 0. 7Llg/g また は定量限
罪(0. 1岬/g)東浦と極 めて低濃度で あ っ た ･
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Fig･ 35 AlltO r adiogr a 皿S Of hu m e rus (A) a nd fem tL r(B) at 6 hafte r intr a v e n o tlS
a 血 ini8tr ation of 14C･in c adr o nate at. 0,3 mg此g to J･at8
■
wi th bo ne n eta8ta S e 8.
Radio a ctivi tyis highe st in the red ar e a sfo llo w ed by yello w, gr e e n, blu e and
violet. A th ick a r row indic ate sa m eta staticle sio n, and tll elette r 班 indic ate s
the m etaphysiB. H igher r adio a ctivityi8 S e e nin the regio n a r o undtll mO rn e BtB,
in cltldingboth the red a ndyello w J･eglOn B, W he r e e stim ated drug c o nc entr atio n s
a J'e abotlt 31喝/ど. Co n centr atio nin 8ite swi th hige stradio activity(thiJl a J.row),
Bho w n a s.r ed, az
･e 81 0l⊥g/g. Co n c entr ations in the tu m o r ne sts the m 8 elv e8,
sho w na sbhle O JI Violet
,
a r elow
,
at le s さtha n0.7llg/ど.
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第3節 細胞 レ ベ ル で の incadronate の骨局在性
腰痛転移巣周辺 部で の 放射能の 分布様式を細胞 レ ベ ル で 明ら か にする 目的で , 骨転移 ラ ッ
トに 14c-in c adr ona七e を 3喝/kg 静脈内投与 し , 投与後 2 時間, 3 日お よび 7 日にお ける大腿
骨 の` ミク ロ オ ー トラジオ グラム を作製 した .
【実験結果】
投与後 2 時廟で は , 転移巣周囲の 骨表面 に放射能(銀粒子)の 集積が 認 められ , 破 骨細胞
(oste o cla st)が接する骨吸収面 の 一 部に
.
は特に高浪度 の放射能が集積 して い た(Fig･ 36)･ 一
方, 腫疹細胞 , 骨芽細胞および骨細胞等に放射能は検出されなか っ た . 投与後 3 日以 降で は
骨吸牧面で時間経過に伴う放射能の 減少傾 向が観察され , 同時に酒石酸抵抗性酸性ホ ス フ ァ
タ - ゼ(TRAP, 破骨細胞 の マ ー カ ー 酵素) 陽性細胞の 減少が認 められた .
そ こ で
､, 薬物 投 与 彼
の 破 骨卵胞 の 形態 変 化 を よ り 詳 細 に検討 す る 目 的 で , 非標 識
in c adr o n ate を骨転移ラ ッ トに同用量静脈内投与 し, 大腿骨切片 の ミ ク ロ 写真 を作製 し た .
Fig. 37に示す とお り , 対照群(薬物未投与)で は骨表面に 沿 っ て TRAP陽性の 破骨細胞 が多数観
察され , それ らは TRAP 陽性 の 吸収寓(Pit)を形成 して お り,. 活発な骨吸収を営ん で
い ると考
えられた . 一 方, 薬物投与後 3 日目 で は正 常破骨細胞 の数 が減少 し, 代わり に TRAP活性 の減
弱 した変性破骨細胞 が観察 され , それ らの 吸収 掛 こは TRAP活性は薄 め られなか っ た . こ の傾
向ほ投与後 7白目 で より顕著となり , 破骨細胞数は投与後 3 日よりさら に減少 して い た .
7 6
2 h
也
ヱ_由控墨
Fig.3 6 M ic r o autoradiogr am s of m eta staticle sio n of fe mu r at 2h, 3 days and7 days
a氏er intra v e noⅦ.s a血ninistratio n of
14C-inc a血o n ate at 3m g/kg to r ats with
bon e m eta sta s e s. Radio a ctivityis sho wn as bla ck gr anule s. 1: oste o cla sts
CI
IR A P-po sitive).
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ao ntr ol
也
也
Fig.3 7 M ic r ophotogr aphs of m etastatic le sion of fem tlr at 3 and 7 days afte r
intra v e n ou.s administration ofinc a血on ate at 3 mg/kg to rats with. bon e
m eta sta s e s. Control.･ in c adr o n ate w a s n ot administered. i: o ste o cla sts
Cr RAP･po sitiv e). A:pitsform ed by o ste o cla sts.
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第4飾 zB VltT Oで の破骨細胞お よび腫癌細胞に対す る作用
第 3 お よび第
,
4飾 の 結果から , 本案が腫療転移巣周辺 の 骨吸収克進領域 に選択的に取り込
まれ , 腫癌細胞自体 - の 移行性は低い こ とが明らか となっ た . 本節で は in c adr o n ate の破骨
細胞および腫癌細胞に対する 作用を 1
'
D V l
'
tT Oの実験系で検討 した .
監実験結果ヨ
1. 破骨細胞に対する作用
象牙切片 にウサギ長管骨より調製 した浮遊細胞(破骨細胞を含む)を添加 して 2 時間プ レイ
ン キ ュ ベ - ト し, 切片に破骨細胞が付着 した後 , Å375鹿癌細胞 の 培養上清(種々 の 破骨細胞刺
激因子 を含む)を添加 して破骨細胞を活性化 し, 20時間イ ン キ ュ べ - ト後 , 象牙切片上に形成
され た骨吸収寓(Pit)の面積 を潮定 した . In c adr o n ate は浮遊細胞および腫癌細胞培養上清の
各添加時に同時に添加 した . Fig. 38に示すとお り , 象牙切片に付着 した破骨細胞を腫癌細胞
培養上 清の 存在下 でイ ン キ ュ べ - トすると , 非存在下に比 べ て 骨吸収寓の 形成が有意に(p<
0. 01) 促進され た . こ の ことは , 骨転移モ デル でみ られる転移部位 で の 骨吸収冗進が , 腫癌細
胞から産生され る破骨細胞刺激因子 に由来する こ とを示唆 して い る . 一 方, 本因子 により活
性化 した破骨細胞によ る骨吸収寮形成をin c adron ate(0. 01- 1001助 は濃度依存的に抑制 し,
そ の IC50償は約 1岬(0.35岬/ml)で あ っ た .
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Fig. 38 Inhibi七ory effects ofin c adr o n ate o nthebon e re 8 0rption activi tyofo steoclasts
prepar edfro m r abbits l
'
n dtT O(m e a益±s Eof 5experim e n七8). Os七eoclas七8
w eTe S七i皿 ula七ed withsu peT natant Ofc tlltu re mediu m of A 375cells.
# #: p< 0.0 1, c o 皿Pa r ed wi the gro up ofin cadr on ate(- )a nd8tim ula nt(- )
(S七ude n七
'
s七test). *:p< 0. 0 5, * *:p< 0.0 1, co mpared with8he grotlP Of
in cadro nate(- )a ndstim 11a nt(＋)(Du nn ett
'
畠t-七e 8t).
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本薬の 1
'
B V
r1
'
v o で の 骨吸収抑制作声削も 骨に取り込ま れた高濃度 の in c adro nate に破骨細
胞が曝され るた めに発現す る と考えられ て い る[10]. そ こ で , 上記実験にお い て IC50で ある
1LLM の 添加条件 で実際に象牙切片(骨に相当)に取り込 まれた薬物濃度をHPLCにより測定 した ･
そ の結異, 切 片中薬物濃度ほ経時的に増加 し, 2 時間 の プ レイ ン キ ュ べ - ト後で は 3. OLLg/g
を, 20時間の イ ン キ ュ べ - ト後で は 11. 1pg/g を示 した(Table 23).
Tab且e 望3 DT 喝 C OnCen七Tatio ninivory Slice afterincubation of 亙ドM
ofin cadro na七e with ivo ry slic el
'
B m
'
tm
Dr ug a m otln七bo u nd. BotLnd fr a ctio n
七oiv o ry slic e (%)
_ 過 ⊥ - _ - _ _
28±2 401)
Sa mp血 g七im e Dr Ⅶg co 且 c e ntr atio n
in iv o ry slic e
(LLt=/め
Pr ein cubatio n 2 A 3.0±0.3
‡n ctlbatio n 2 h
4b
8b
皇oh
6.6 ±0.2
7. 5±0.4
10.2 ±0.8
l l.1土o.3
5 9±2 4 4乏)
7 1±2 1 6 1
87 ±5 8 4
9 6 j:3 9 7
Me an ± S Eof 58 a mPle8.
In c adr o n ate(7 0ng/2pl)w as adde且to 2 0 0plofculttu e mixtⅧrein chLding a niv o ry
8払ce prio rto bo也 preinctLbatio n a ndin c11ba七io n a七 a fin alcon centr a七ion of1pM
(0. 35 p g/皿1).
1):D rug a m ollntbotn d七oiv ory 曲 ce/70(ng)】× 1 0 0
2):【(Drug a m o u ntbotlndtoiv ory 8hce - 2 8(ng/ 曲c e))/7 0(ng)】× 1 0
2. 腫癌細胞 に対する作用
A375腫癌細胞にin c adr o n ate また は抗悪性腫療剤 で ある adria nycin を添加 して 3 日間培養
後, 生細胞数を珊定する こ とに より , 腫癌細胞 の増殖に対する両薬物 の抑制効果を比較 した .
そ の結果 , 両薬物 とも腫癌細胞ゐ増殖 を濃度依存的に抑制 し串が , そ の IC50値は in c adr o n ate
で 100岬 , adria mycin で 0. 054岬 で あり , 前者 の 作用強度は後者 の 約 1/2000と非常に弱 い
ことが示唆され た(Fig. 39).
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Fig.3 9 Inhibi七ory effe cts ofin c adron ate(圃) and ad ria mycin(㊨)o nthe pr olifer ation of
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'
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'
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第 5節 考 察
本実験か ら, 骨転移ラ ッ トに お ける in c a血 o n a七e の体内動態は , 全身レ ベ ル でみ た場合 ,
正 常ラ ッ トとほとん ど差が ない ことが明らか と なっ た . しか しながら, 本案は骨 の 鹿療転移
巣周辺 執 すなわち, 破骨細胞により骨吸収が克進 して い る部位に高濃度 に集積 し , 本薬が
骨転移病変部 - の 選択的な ドラ ッ グ ｡ タ - ゲテ ィ ン グ能を有する ことが明らかとなっ た . こ
の 転移巣周辺部 - の 薬物 の 集積機構 に つ い て は明らか でない . - つ の説明と して , 腰痛 の 増
大に伴う血管新生 の結果 , 局所で の骨血沫量が克進 した可能性が考えられる . 前章第 2飾で
述 べ たように, 本薬 の ラ ッ ト骨 - の 取り込みほ , 上腕骨 1 本で評価 した場合骨 の血 紫涜量に
律速され る ･ もう 一 つ の 可能性と して は , 転移巣周辺 部にお け る骨 の代謝回転 の克進が考え
られ る ･ 一 般に bispbo spbo n ate は骨 の 中で も代謝回転の盛んな部位 , すなわ ち骨形成面およ
び骨吸収面に取り込 まれやすい と考 えられて い る . Tiludro n ate および pa midr o n ate ほそれぞ
れ成熟ラ ッ トおよびイヌ の 骨形成面 に選択的に取り込まれ ると報告されて い る[116,1 ㍑]｡ 一
方,sato ら[118]は ale ndr o n ate が幼君ラ ッ トにお い て破骨細胞の存在する骨吸収面 に高濃度
に分布する と述 べ て おり , そ の機構に閲 し, 骨吸収の過程にある部位で は ハ イ ドロ キシ ア パ
タイ
ー
トが 剥 き 出 し の 状態 にあ る た め, 薬物が 取り 込 まれやすい と考察 し て い る . な お ,
im cadronate を若齢 ラ ッ トに静脈内投与 した際に は,骨形成面および骨吸収面の 両部位に薬物
の集積が観察され て い る[93〕. また , 本章で 実施 した骨転移 ラ ッ トの ミク ロ オ ー トラ ジオ グ
ラ ム で は, 転移巣周辺 の 骨吸収克進領域に放射能 の 集積が静 められ た . 骨吸収面に取り込 ま
れ た放射能は時間の 経過 とともに減少 し , これに伴い 破骨細胞の変性お よび減少が観察され
た ･ こ の こ とは, 骨表面 に取り込まれた in c adr o n ate を破骨細胞が骨ごと食食 した結果, 級
骨細胞自体 の機能が抑制された可能性 を強く示唆 して い る .
In c adr o n ate は 1
'
D V 1
'
tT Oにお い て破骨細胞による骨吸収活性 を濃度依存的に抑制 し, そ の
IC昏｡値は約 1岬(0.35トLg/ml)であ っ た . また, 本薬は A375腫癌細胞の増殖も抑制 したが , そ
の IC5.値は 100p題(35岬/皿1)と高濃度であ っ た . こ の こ とは, 本薬が鹿療増殖抑制作用を示
すために は, 破骨細胞 に作用する の に必要な濃度の 約 100倍高い濃度を必要とするこ とを示
唆 して い る .
本薬を骨転移ラ ッ トに0. 3mg/kg静脈内投与 したときの 腫療転移巣周辺部 の薬物濃度は3 -
10pg/g で あり , 1
'
D V l
'
tT O で の破骨細胞に対する作用 の IC50催, 0. 35岬/皿1 に比 べ 高濃度で
あ っ た . また , こ の IC5.値 の添加条件にお い て象牙切片(骨に相当)に取わ込まれた薬物濃度
は 3 - llpg/g で あり , 上述 の転移巣周辺部にお
-
ける薬物濃度と良く符合 した . これらの 結果
か ら, 1
'
D V l
'
v oで の局所薬物濃度は , 骨吸収抑制作用 を発現 しうる濃度に到達 して い る と推察
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され る . 一 方, 転移巣内部(腫癌細胞領域)の薬物濃度柱 0.7pg/g 未満 と低濃度で あ っ た . な
お , こ の部位 で の濃度ほ周辺部 の 放射能に よる発光フ レア の影響を受け, 実際の 濃度よ り も
過大評価 し て い る可能性 があ る . 本実験 の 予備検討 にお い て も, 5岬/g の浪度に調製 した
14c-in c adr o n ate標準溶液の 凍結乾煉切片を用 い , そ の 外縁バ ッ ク グラウ ン ド領域にお ける放
射能濃度 を BÅS- 2000 で求めたと こ ろ, 0. 1 - 0. 2pg/g とい う偽 の濃度が算出された . したが
っ て , 1
'
D V 1
'
v oで の腰療転移巣にお ける薬物濃度は , 本薬の 1
'
D V l
'
tT Oで の 腫癌細胞に対する
増殖抑制作用 の I C50値, 35岬/n1 よりもはるか に低 い濃度 で あ ると評価 できる .
以上 の結果 か ら, 骨転移モ デ ル マ ウス で認 められ る本薬の薬理 作用, すなわ ち, 転移腫療
面積 の増大に対する抑制作用は , 本薬が腫癌細胞 - 直接作用する の で はなく , 本薬が骨表面
に取り込 ま れた の ちに破骨細胞 - 作用 し ,
㌧
腫疹 の増大に必要 な骨溶解過程 を抑制す るこ と に
よ る と推察された(Fig. 40).
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/l､ 括
Å375誘発骨転移 マ ウス にお ける in cadr o n ate の薬理作用につ い て検討 し, 次 い で骨転移ラ
ッ トにおける本薬 の体内動態 , とく に骨転移部位 - の移行性に つ い て 明らか に した . さらに ,
こ の 転移部位 にお ける局所薬物濃度を定量 し, 1
'
1 ” 1
'
tT Oの 薬理実験にお ける成凍と照合する
こ とにより , モ デル 動物で みられる本薬の 薬効発現機序 を考察 した .
1 ･ 骨転移 モ デル マ ウス にお い て , 骨に転移 した腫癌はそ の後経時的に増大を続けるの に対
し, in c adr o n ate(0. 1 - 1皿g/kg iv)ほ こ の 度療面積 の 増大を用量依存的に抑制 した .
2 ･ 骨転移ラ ッ トに 14c-in cadronate を0. 3mg/kg静脈内投与 した際, 鹿疹転移巣の 周辺部,
すなわち, 破骨細胞 によ る骨吸収克進領域 に放射能の 集積が認められ, 本薬が骨転移病変部
- の 選択的なドラ ッ グ ｡ タ - ゲテ ィ ン グ能を有する こ とが明らかとなっ た .
3 ･ ミ ク ロ オ ー トラジオ グラム にお い て も, 転移巣周辺 の 骨吸収克進額域に放射能の集積が
藩め られた ･ 骨吸収面の放射能は時間の経過とと もに減少 し, これに伴い破骨細胞の変性お
よび減少が観察され た こ とか ら, 破骨細胞が inc adr o n ate の集積 した骨 を食食 した結果 , 破
骨細胞自体の機能が抑制 された可能性が強く示唆された .
4 ･ こ の転移巣周辺部 の薬物濃度は3 - lop首/g であり, 本其 の 1
'
D Vl
l
tT Oで の 破骨細胞に対す
る作用の IC5.値(0. 35pg/ml)に比 べ 高濃度で あり , ま た IC50値 の 添加条件に お い て 象牙切片
(1
'
D V l
'
v oで の 骨に相当)に結合 した薬物濃度(3 - 11岬/ど)と同 一 浪慶永準 で あ っ た .
5 ･ 一 方, 転移巣内部(腫癌細胞領域)の薬物濃度は 0.7pg/g未満で あり , L
I
D V 7
'
tT Oで の腫癌
細胞に対する増殖抑制作用 の IC5｡値(35岬/ml)より もはる かに低い 濃度で あ っ た .
6 ･ 以上 の結果 か ら, 骨転移 モ デル マ ウス で認 められる本薬 の 薬理作用, すなわち , 転移鹿
療面積 の増大に対する抑制作用 は, 本薬が腫癌細胞 - 直接作用する の で はなく , 本薬が骨表
面 に取り込 まれた の ちに破骨細胞 - 作用 し, 腫療の 増大に必 要な骨溶解過程を抑制する こ と
によると推察された .
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結 論
これ まで bispbo spbo n ate 系薬物に関 して は , 特異性お よび感度 にす ぐれ た定筆法が確立 さ
れて い なか っ たた め, ヒ トはもとより実験動物にお い て も, 未変化体の 挙動にもと づ い た体
内動感研究はほ とん ど行われて い な か っ た . そ こ で , 本研究で は新規 bispbospho n ate で ある
in c adr o n ate および min odro n ate に つ い て 血祭中, 尿中お よび骨内未変化体の 高感度定量法
を確立 した . 次 い で被駄薬物を in cadr o nate に絞り , その 体内動態 に関する研究を行 っ た .
本研究は以下の ように要約される .
1 . In c adr o n ate はそ の 化学構造上通 常の 機器分析で は定量が極め て 困難 な化合物 で あ っ たが ,
本薬が ア ル カ リ性 の溶離液を用 い た際, 電気化学検出蕃 に より酸化反応 を起こす こ とに着 目
し , こ の 検出原理 を もと に HPLCに よる高感度定量法 を確 立 した . 本法に より , 従来他 の
bispbo spho n a七e で は不 可能で あ っ た低用 量 の 臨床試験にお け る体内動態 の 評価が可能とな っ
た . また , これま で bispho spho n ate の骨内濃度 は放射性標識体を用 い な けれ ば評価 で きなか
つ たが , 本法により標識件の 使用 が 不可能な長期投与試敵(薬理試験 , 毒性試験等)にお い て
も骨内濃度 の 評価が可能 となっ た . さらに, 本法で用 い た試料前処理法は min odron ate の 定
量にも有用 で あり, ポ ス トカ ラ ム ･ ア ル カリ化蛍光検出 -HPLCと組み合 わせ る こ とに より ,
bispbospbo n ate と して は世界最高感度(o.o5ng/ml)の 定量 が可能と なっ た .
2 . 上記定量法およ び 14c一標識体 を用 い た手法により , in c adr o n ate の 体内動態 の 基本部分
を明らか に した . 本薬 をラ ッ トに静脈内投与 した際, ほ とん ど代謝を受けずに投与量 の 約60%
が尿中に排壮 され , 残 り の 大部分 は標的紫官 である骨 に選択的に移行 した . 本薬は血紫か ら
は速やか に消失するが , 骨に は長期間残存 し, 骨内濃度半減期(tl′2β)は 20 - 30 日 で あ っ た .
これ らの 結果から, 本薬 の薬理作用が骨に選択的であり , か つ 作用 時間も従来の 骨吸収抑制
邦(calcitonin など)に比 べ 持続的で ある こ とが 示唆された .
3 . Incadron ate をラ ッ ト, イ ヌ に経 口投与 したときの血 紫中未変化体濃度は高用量 で非線形
に増加 した . 本薬ほ ほ とん ど代謝 を受けない こ と, およ び本案の 吸収が キ レ ー ト荊 EDTAの 存
在下 で克進 した こ とか ら, こ の 非線形 な血紫中濃度 の 増加 は初 回通過代謝 の飽和で は なく ,
高用量で 本薬 の細胞間隙を介 した吸収が克進 した ためと推察された .
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4 ･ ラ ッ ト, イヌ , ヒ ト の薬動力学パ ラメ ー タを体重 に対 して プ ロ ッ ト し, ア ロ メ トリ ッ ク
式 に あて はめたとき の べ き乗数(b値)揺, Vds sで 1. 0, 全身クリ ア ラ ン ス で 0. 65凌 示 した .
これ らの 値は理論値 にほ ぼ対応 し, 本案がほとん ど代謝されずに主 と して 腎排壮される こと,
お よび血祭中で の 蛋 白非結合型と して の存在率に大きな種差がない(約80- 90%)こ とをよく
反映 して い た .
5 ･ ラ ッ トお よび ヒ ト(健 常人)にお いて , 本薬の 全身クリア ラ ンス の釣 6 割は腎クリ ア ラ ン
ス が
, 残り の 約 4 割は骨 - の 取り込みクリア ラ ン ス が 古め, 本薬 の体内動態は これ ら両クリ
ア ラ ン ス の 変動に より影響 を受 けると考えられた . とくに骨 - の 取り込み過程 の 寄与は, 管
障害ラ ッ トにお い て本薬が尿中にほ とん ど排聴されない 状態 に陥 っ て も,AUCの 増加 が正 常ラ
ッ ト の 3 備にと どま っ た こ と からも裏付けられ た . なお , 本薬 の 腎排牡 の大部分は糸球体渡
過 による と考えられた .
6 ･ 高カル シ ウム 血症患者 に 掛 ナる尿中未変化体排滑率は, 腎機能の低下 に伴 い健常人 の約
1/6 に低下 した . し か し, 患者 の血祭申濃度は尿 中排撒低下か ら推定され るほ どの増加 を示さ
なか っ た こ とか ら, 患者 で は本其の 骨∴ の 移行性が克達 し, そ の結果, 血簾中濃度 の増加 が
相殺され たと推察され た .
7 . 本薬 の 体内動態 の 全貌が ほ ぼ明らか にな っ た こ とか ら, 次に標的組織で あ る骨に着 臥し
た ･ 骨は組織学的に海綿骨 と皮質骨 とに大別 され, - 般 に前者 の方が血液が豊富で あり , 秦
面積も大きく , また代謝回転も速 い . In c adro n ate の骨にお ける動態もこ の ことを反映して お
り , イヌ の 肋骨にお い て は海綿骨に富む骨端部の 方が, 皮質骨に富む骨中央部に比 べ 本其 の
移行性が高く , か つ 移行後 の 群央も速やか で あ っ た .
8 . ラ ッ トにおける骨 - の 取り込みクリア ラ ン ス(CLup)は骨の血 祭涜量と 同程度 の値を示 し,
本薬 の 骨 - の 取り込 み過程はラ ッ トで は血祭涜量律速で ある と考えられ た . 一 方 , イ ヌ にお
ける CLup は血祭流量 より も低く , 骨除去 率(cLup/血紫流量)は 0. 22を示 した . したが っ て ,
イ ヌ にお ける骨 - の 取り込み は, 血薬液量よりもむ しろ骨 の 固有クリ ア ラ ン ス(骨表面積, 代
謝回転速度などの要因)に依存すると推察された .
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9 . ラ ッ トの 骨内濃度に及ぼす諸要因(投与量依存性 , 性差お よび加齢 の影響)の うち , 特筆
す べ き要 因は 1) 投与量に依存 した tl′2α の 遅延 , お よび 2) 加 齢に伴う骨 - の 取り込み の低
下で あ っ た . 前者は , 本其 の骨吸収抑制作用 が骨 内濃度 に依存 して 克進 し , 商用量にお い て
薬物自身 の骨か ら の遊離 ･ 消央が抑制された こと による と推察された ･ また , 後者は加齢に
伴う骨血凍量および骨表面積 の 低下がそ の原因と して 考え られ た ･
1 0. 正常動物 で骨内濃度に及ぼす種 々 の要因が 明らかに なっ た こ と か ら, 最後に骨疾患 モ
デル動物 で の骨 内動態を検討 した . In cadro n ate を骨転移 モ デル ラ ッ トに静脈内投与 した 際,
骨 の腫癌転移巣周辺部 , すなわ ち, 破骨細胞による骨吸収克進領域に薬物 の集積が課 められ ,
本薬が骨転移病変部 - の遠択的な ドラ ッ グ ･ タ - ゲテ ィ ン グ能を有する こ とが明 らかとな っ
た . こ の 転移巣周辺部 の 薬物濃度(3 - 10pg/g)揺 , 本薬 の 1
'
n v l
'
tT O で の破骨細胞に対する作
用の IC50値(0. 35岬/皿1)に比 べ 高濃度で あ っ た .
一 方, 転移巣内部(腫癌細胞領域)の 薬物濃度
(o.7LLg/g 未満)は 1
'
D V l
'
tr oで の 腫癌細胞に対す る増殖抑制作用の IC50値(35岬/ml)よりも柱
るかに低い 濃度で あ っ た .
1 1. 上記所見 か ら , 骨転移 マ ウス で認 められる本薬の薬 理作用 , すなわち , 転移腫療面積
の増大に対す る抑制作用は, 本薬が腫疹細胞 へ 直接作用す るの で は なく , 本薬が骨表面に取
り込ま れた の ちに破骨細胞 - 作用 し , 腫療 の 増大に必 要な骨溶解過撮 を抑制する こ とによ る
と推察された .
以上 の 成績 を総括する と,in c adr o n ate は体内で ほ とん ど代謝 を受 ける こ となく標的組織 で
ある骨に選択的に移行 し, とく に骨吸収が盛んな骨病変部に高濃度に集積する こ と により ,
破骨細胞 による骨吸収を選択的に抑制する薬剤 で あると結論付けられた ･
8 6
実 験 の 部
第1華 美験の 部
1 . 電気化学検出 一 托PLCに よる in c adr o n ate の 定量法
卜1. 化合物お よび試薬
Incadro n ate お よび 内部標準物質(Ⅰ.S.), cyclo o ctyla min omethylenebispho spho nic a cid
(下図)は山之 内製薬(秩)にお い て合成された もの を用 い た . リ ン酸カル シ ウム(第三)はナカ
ライ テス ク より購入 し, 0. 1N HCl で 5mg/ml の濃度に溶解 して 用い た . 水 ほす べ て の換作を通
じ精製水を用い た . 仔牛血清はFlowLabs.(CostaMe sa, CA, ロSÅ)より購入 した . また, 陽イ
オ ン 交換樹脂ÅG50W-Ⅹ8(200- 400メ ッ シ ュ , H＋型)は Bio - Rad Labs. (Richm o nd, CA, USA)より
入 手 し, Ⅹ
＋型 - 変換処理後使用 した .
○- NHJH
PO3H ”a
｡ H20
＼
po3H Na D NH
- Ci
p
p
o
.;:
2
2
Ⅰne adro na七e Ⅰ.良.
卜2. 標準溶液 の調製
Ineadr o nate お よび Ⅰ. S. の 保存溶液はそれぞれ水で 1喝/ml の濃度に調製 して 4℃ で保存 し
た . In c adr o n ate の 標準琴郵も 用時こ の 保存溶液 を水で適宜希釈 して調製 した ･ また , Ⅰ･ S･
溶液 は水で 20pg/ml に希釈 して 使用 した ･
卜3. 試料の 前処 理
1) 血紫 (A法)
血紫 1mlに Ⅰ. S. 溶液を 5叫1 添加 後, 携拝下 10%トリク ロ ロ 酢酸 4nl を滴下 して除蛋白 し,
2000g で 10分間遠心分離 した . 上清を別 の チ ュ ー ブに移 し, リ ン 酸カ ル シ ウム 溶輯 0･ 25ml
お よび 10N NaOE O. 4nl を添加 した . 30秒間按拝復 2000gで 10分間遠心分離 し, in c adr o n ate
をカ ル シ ウム塩と共沈させた . 上清を吸引除去 した後 , 沈澱 を水 血1 で懸濁 させ , 2000g で
10分間遠心分離 した後, 50% ア セト ニ トリ ル 4 山 で再懸濁させた . 2000g で 5分間遠心分離後,
沈澱 を0. 2加リ ン酸 0. 2ml に溶解させた . こ の 溶液中の過剰 の カ ル シウム イ オ ン を除去するた
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め, ÅG50甘- Ⅹ8樹脂 0. 1nl を加 え擾拝 した ･ 遠心分離後上帝を 0. 45岬 の フ ィ ル タ ー (HV型 , 日
本ミリ ポア)で液過 し, 洩液に 2N NaOH 30pl を加 えア ル カリ化 し,
.
そ の 80pl を HPLCカラ ム
に注入 した .
2) 血祭 (B法)
血祭10ml に Ⅰ｡ S. 溶液 50pl, 水10nl, リ ン 酸カ ル シ ウム溶液 o. 5mlお よ び 10N NaOH 0. 2ml
を加 え, 30秒 間擾拝復 2000g で 10分間遠心 分離 した . 上清 を吸引除去 した後, 沈澱 を0. 01N
NaOH IOmlに懸濁させ ,2000gで10分間遠心分離 した . 次 い で沈澱中の カ ル シ ウム 塩 を0. 1N HC1
4mlで 溶解させ , 2000g で 5分間遠心分離 した . 得られ た上清を , Sep - Pak C18カ ラム(Wate r s
As s o c.)に添加 した . カ ラム を永 10皿 で洗浄 した後 , 0. 01N NaOH 6. 5皿1 で薬物を溶出させた .
初め の 0. 5ml の 画分は廃棄 し, 次 の 6皿1 の 画分 を採取 した . こ の溶出画分 を上述 した A法 で
の除蛋白上清 と同様に処理 した . 但 し , low NaOHの添加量は 0. 05nl と した .
3) 尿
尿 10皿1 に Ⅰ. S. 溶液 50pl, 2. 5M塩化カ ル シウム 0. 1皿1 お よび 10N NaOH 0.2ml を加 え, 上
述 の血祭 B法と同様に投拝, 遠心分離お よび得られ た沈澱 の NaOE- の懸濁 , ならびに遠心分
離を施 した ･ さ らに沈澱を 0･1N EC1 5ml に帝解させ た後
.
,
Sep - PakC18カ ラム に添加 した . 以
後 の 換作は 血紫 B法と同様 に行 っ たが , カ ラム の 洗浄に関 して は , 水 10ml の後に 50% ア セト
ニ トリ ル 5ml, 次い で水 5ml の 洗浄換作を加 えた .
4) 骨
骨(250- 5 0mg)をガ ラ ス 管に採取 し, 4. 7倍容の 濃塩酸を加 え , 療栓後 50℃ で約 2 時間イ
ン キ ュ べ - トし溶解 させ た . In c adr o n ate は こ の 処 理 で安定 で ある こ とが確認されて い る . 得
られた溶解液に 4. 3倍容 の 10NNaOHを加 え揖拝 し, 透明な液相(骨塩由来)と少量 の浮遊物(主
に茸自由来)とを形成させ た . 液相 の 2ml(骨200mg に相当)を採取 し, I. S. 蒋液 50pl お よび
水 6ml を加えて 混和 し, 0. 45p の フ ィ ル タ ー (耶 型)で漉過 し, Sep- Yak C18カ ラム に 添加 し
た . 以後 の 換作 は血紫 B法と同様 に行 っ た .
卜4. 検量線 の作成
ヒ ト血祭 1ml および 10ml, ならび に ヒ ト尿 10ml に既知濃度の in c adr o n ate標準溶液 50pl
を, また , ラ ッ ト上腕骨に標準溶液 0.2 倍容 を添加 し , それ ぞれ 上述 の 方法に従い前処理 を
施 した . 但 し , 骨 - の濃塩酸および 10N NaOHの 添加量は , それ ぞれ4. 6倍容お よび 4. 2倍容
と した . ク ロ マ トグラ ム上 の Ⅰ. S. に対する in c adr o nate の ピ ー ク高さ比 を in c adr onate 濃度
に対 して プ ロ ッ トし, 検量線を作成 した .
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2 ｡ 蛍光検出 -ⅢPLCに よ る min o血･o nate の 定量法
2-1. 化合物および試薬
鮎 n odr o n ate お よ び I. S. , 卜hydro xy -2-(inida z o[1,2- a]pyridin -3- yl)pr opa n e- 1, 卜
bispbo spho nic a cid(下図)は山之内製薬(株)にお い て合成され たもの を用 い , それぞれ 2倍
モ ル 畳 の NaOH溶液を加 えて溶解 し, さらに水で 1mg/皿1 の濃度に調製 して 4℃ で保存 した . 用
時これ らの保存溶液 を水 で適宜希釈 して使用 した . リン 酸カ ル シウム(第三)は前節と同様に
0.1N HCl で 5mg/ml の濃度 に溶解して用 い た .
窃飽cH23J<pp:3,HH22 ｡ H2｡ 監だ且cH2 d CH21<器…:≡
Min odr o n a七e I.S.
2-2. 試料の 前処理
1) 血祭 (Å法)
血祭1ml にⅠ. S. 溶液(o. 1岬/ml)を 50pl添加後 , 擾押下 6%過塩素酸4ml を滴下 して 除茸自
し ,2000g で 10分間遠心分離 した . 上清を別 の チ ュ ー ブに移 し, リ ン酸カ ル シウム 溶液0.25ml
お よび 10N NaOⅢ 0. 4ml を添加 した . 30秒間擾拝復 200g で 10分間遠心分離 した . 上清を吸
引除去 した後 ,沈澱 を水 4ml で懸濁 させ ,2000g で 10分間遠心分離 した . 沈澱を0.1班EDTA- 2Na
含有0. 1N NaOH溶液(pH約 11)0. 2ml に辞解 し, そ の 40plを 肝LCカ ラム に注入 した .
2) 血祭 (B法)
血祭 4ml に Ⅰ. S. 帝液(o
.
. 2岬/ml)50pl, 水 4ml, リ ン 酸カ ル シ ウム 溶液o.1ml および 10N NaOH
0. 1皿1 を加え, 30秒間擾拝後2000g で 10分間遠心分離 した . 上清を吸引除去 した後, 沈澱 を
0. 1N HCl lml に懸濁させ, 次い で 6%過塩素酸2ml で除蛋 白した . 2000g で 10分間遠心分離 し
た後, 上清 を A 法 で得た除蛋白上清と同様に処理 した . ただ し, こ の 際リ ン酸カル シウムは
添加 しなか っ た .
3) 尿
尿 4ml に Ⅰ. S. 溶液(0. 2pg/ml)50pl, 2.5姐塩化カ ル シ ウム 0. 1mlお よび 10N NaOH 0. 05ml を
加 え, 30秒間擾拝復2000g で 10分間遠心分離 した . 上帝 を吸引除去 した後, 沈澱を 0. 1NHC1
3ml に溶解 し, Sep- Pak C18カラ ム に添加 した . カ ラム を水 10ml, 50% ア セト ニ トリル 5皿1, 水
5ml の 順で洗浄 した後, 0. 2N NaOH 6ml で薬物 を溶出させた . 得られた溶出画分を血祭 A 法
で 得た除蚤白上清と同様に処理 した . ただ し, こ の 際10N NaOHは添加 しなか っ た .
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4) 骨
骨(250- 500喝)を前節 の 方法と同様 に溶解処 理 した . 得 られ た液相 の 0. 5ml(骨50皿g に相
当)に‡. S. 溶液(o. 4pg/ml)50pl およ び水 3ml を加 えて混和 し , Sep -Pak C18カ ラ ム に添加 した .
カラ ム を永10ml で洗浄後 , 0. 2N NaOIi 6ml で薬物を溶出させた . 溶出画分 にリ ン酸カ ル シ ウ
ム溶液 o.25ml を添加 し , 30秒間費拝復 2000g で 10分間遠心分離 した ｡ 沈澱を 0. 05N ⅢC1 4ml
に溶解後 , 10N NaOH 0. 05皿1 を加 え , 2000g で 10分間遠心分離 した . 沈澱を 0.1姐 EDTA- 2Na
含有0. 1N NaOH溶液 0.2ml に溶解 し, そ の 20pl を HPLCカ ラム に注入 した ｡
2-3. 検量線 の 作成
前節の 方法と同様 に行 っ た .
第 2章 実験 の部
1 . 体内分布および排滑
卜1. 標識化合物
山之 内製薬(樵)で合成され た in cadr o n ate の遊離酸の 14c- 7貞環標識体(下図)を用 い た . 比
放射能は遊離酸と して 4. 09姐Bq/mg で あり , 放射化学的純度は 99%以上 で あ っ た . 実験 に際 し
て は , こ の 標識体 を 2 倍 モ ル 量 の NaO万溶 液 に溶解 し , さらに生 理食塩水 を加 え て 14c-
in c ad工･O n ate(2Na 塩 ｡ 1水和物)と して所定 の濃度 に調製 した .
0
-
Cc - N H C H<
B
it::HF
O
14C-inc adro natelabeled with cycloheptyl ring
卜2. 使用動物お よび薬物 の 投与
日本チ ャ ー ル ス ･ リ バ ー (神姦川県厚木市)より購入 した F344/DuCrj系雄性ラ ッ トを 1週 間
以上予備鏑育 した後, 胆汁中排壮の 実験で は 8 適齢 で , 他 の 実験 で は 7 週齢で使用 した . 実
験開始時にお ける体重 は 156- 21 0g で あ っ た . 14c-inc adr o n ate は 0.3皿g(1. 0姐Bq)/2ml/kg の
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割合 で尾静脈 内に投与 した . 実験期間中ラ ッ トに は水および固形飼料(CE-2, 日本ク レ ア)を
自由 に摂取させ た .
1-3. 放射能の測定
放射能の 測定は 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カウ ン タ ー (鮎del B4640また ほ 2000CA, Pa cka Td)
で行 っ た . ク エ ン チ ン グ の補正 は外部標準線源法に より行 っ た . 各試料はサ ン プル オキ シ ダ
イザ - (Model 306, Pa ckard)で燃焼処理後, また は直接液体シ ン チ レ 一 夕 - を加 えて放射能
を測定 した . なお , 放射能濃度は in c adr o n ate(2Na 塩 ･ 1水和物)に換算 して表示 した .
卜4. 組織内放射能濃度
薬物投与後所定の 時間に , エ ー テ ル 麻酔下 で - パ リ ン 添加 の注射筒を用い て 下大静脈より
採血 し, 各組織を締出 した . 組織は湿重量 を測定後 , その 一 部(約50- 200mg)ある い は全量 を
燃焼処理 して 放射能を測定 した .
卜5. 全身オ ー トラジオ グラ フ イ -
薬物投与後所定の 時間に, ラ ッ トを エ ー テ ル 麻酔死させ ドライ アイ ス ｡ アセ ト ン混液中に
て 凍結 した . 凍結後 , ク ライオ ミク ロ ト ー ム 伽ode1 450 肝, LEB)を用い て厚さ30岬 の 全身切
片を作製 した . 乾放さ せ た切 片をⅩ線フ イ ル ム(Type SB-5, Kodak)と密着させ 2 週間轟出し
た の ち , フ イ ル ム を現像 し , 全身オ ー トラジ オ グラ ム を作穀 した .
卜6. 骨内放射能濃度
薬物投与後所定 の 時間に , エ ー テ ル 麻酔下 で 下大静脈より採血 して脱血死 させ, 上腕骨お
よび肋骨 を摘出した . 骨は湿重量を測定後, 燃焼処 理 して 放射能を測定 した . 骨内放射能濃
度の 平均 値を 2一 指数 関数 式(c - Ae
‾
a t＋Be
-βt)に あ て は め , 非線形最小 二 乗法プ ロ グラ ム
NONLIN84(Statistic al Consulta nts Co. , Ape x, NC, ロSA)を用い た回帰計算により , 初期消
失相お よび最終消失相における半減期(それぞ れ tl/2α お よび tl/2β) を算出 した ･
卜7. 上腕骨オ ー トラジ オグラフ イ -
``
1- 6
''
で得た片側 の 上腕骨を ドライ アイ ス で凍結後, 5%か レポキシメ チ ル セ ル ロ
ー ス溶液
で ス テ ー ジ に固定 し , ク ライオ ミク ロ ト ー ム を用 い て 厚さ20p の切片を作製 した ･ 以後の 換
作は
"
卜5
”
と同様 に行 っ た .
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卜8｡ 脱灰彼 の 上腕骨内放射能濃度
` `卜6
''
で得た片側 の 上腕骨を0.5姐EDTÅ-4Na 溶液 に 1週 間浸漬 して 脱灰 した . 脱灰彼 の 上
腕骨 を適量 の精製水 で洗浄 した の ち, 燃焼処 理 して放射能を測定 した . また , 浸漬後の EDTA
溶液および上腕骨 の 洗液とを合わせ 一 定量 に し, そ の 一 部 を燃焼処理 して 放射能を測定 した .
これら の放射能 の合算値 を, 脱灰前 の 上腕骨内放射能と した .
卜9. 尿 , 糞お よび胆汁中排壮率
薬物投与後 ラ ッ トを代謝ケ ー ジに収容 し , 所定時間ごとに投与後 168時間ま で尿お よび糞
を採取 した . また , 総胆管にカ ニ ュ - レ を挿入 した ラ ッ トをボ ー ル マ ン ケ ー ジに固定 し, 薬
物投与後 48時間ま で尿 および胆汁を採取した . 尿お よび胆汁はそ の 0. 1血1 に直接シ ン チ レ ー
ダ ー (Aqua s o卜2, New England Nu clear)10皿1 を加 えて放射能を測定 し, 糞は乾煉後粉砕 し,
そ の 一 部を燃焼処 理 して 放射能を測定 した .
2 . 代 謝
2-1. 標識化合物
"
卜1
2 '
で 用 い た in c adr o n ate の 遊離 酸 の 14c- 7 員 環標 識 体 , ま た は Ame rsha m 社
(Buckingha m shire , UX)で 合 成 さ れ た 同 遊 離 酸 の 14c一 例 銀 メ チ レ ン 部位 標 識 体(Code
No. CFQ. 6272, 下図)を用 い た . 後者 の 比放射能は遊離酸と して 4.5泌Bq/ng で あり , 放射化学
的純度は 99%以上 で あ っ た . 実験に際 して は これら標識体に 2倍 モ ル 量 の NaOⅠ溶液を加 え,
さらに精製水 を加 えて 14c-in cadr onate(2Na 塩 ｡ 1 水和物)七 して 所定 の 濃度に調製 した . な
お, メ チ レ ン 部位標識体 をラ ッ トに静脈内投与 した とき の尿中排滑率お よび骨内濃度 は , 7
員環標識体を投与 したとき と差がない こ とを確認済み である .
0
0 N H1 4cH<≡….o::
0
14C-in c adro natelabeled. wi thm ethylen eposition
2-2. 使用動物
日■本チ ャ - ル ス ･ リバ ー より購入 した F3 44/DuCrj系雄性 ラ ッ トを, 7適齢(体重 124- 173g)
で用い た . なお , ラ ッ トは静脈 内投与時に は水お よび固形飼料を自由に摂取させた が , 経 口
投与時に は投与前夜か ら投与後8時間ま で絶食 を施 した .
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2-3. 薬物 の 投与お よび試料 の採取
ラ ッ トに 1ヰc-incadro n ate(7員環標識体)を 0. 3mg(1. 01MBq)/2ml/kg の割合 で尾静脈内投与
した . 投与後所定の 時間に エ ー テル 麻酔下 で 下大 静脈より採血 し, 遠心分離後得 られた血梁
を測定に供 した . また , 14c-in c adr o n ate(メチ レ ン部位標識体)を0. Sag(1. 11謝Bq)/2ml/kg の
割合 で静脈内投与, また は 3ng(11｡ 1鵬q)/5ml/kg の 割合で経 口投与 した . 投与後 0 - 24時間
の尿 を採取 した後, エ ー テ ル 麻酔下 で投与後 24時間にお ける上腕骨を採取 した .
2- 4. 放射能の 測定
尿 はそ の 0. 1mlに シ ン チ レ 一 夕 - (Åqu a s o卜2)10皿1 を, 血祭は コ ン トロ ー ル 血祭で適宜希釈
後そ の 0. 1ml に シ ンチ レ 一 夕 - (Pic oflu o r40, Pa cka rd)10ml を加 え, 放射能測定に供 した .
また, 骨は 4. 7 倍容の 浪塩酸を加 え50℃ で約 2時間イ ン キ エ ペ - トして 溶解後, 4. 3倍容の
10N NaOHを加 え, 得 られ た液相の 0. 1 - 0. 2ml に シ ンチ レ 一 夕 - (Åqua sol- 2)10皿1 を加 え, 放
射能測定に供 した . 放射能 の 洲定は
``1-3
''
と同様 に行 っ た .
2-5｡ 未変化体の 測定
血祭中, 尿中お よび骨内未変化体濃度の 潮定紋 , 第1章で述 べ た方法により行 っ た ･ なお,
血祭試料は本法の B法に より前処 理 した . また , 骨は前項で得た NaOH添加後 の液相 の 1nlを
前処 理に付 した .
2- 6｡ 尿試料 の ラジ オHPLC
``
2 -3
''
で 得た投与後 o - 24時間 の尿試料(4 - 5 匹分)を等容量ずつ 混合 し , そ の 10叫1 を
HPLC(灸件を下 に示す)に注入 した . カラム か ら の溶出 掛 こシ ン チ レ
一 夕 - (Clea r sol Ⅱ, ナカ
ライテ ス ク)を2ml/min の 流速で混和 した後, ラ ジオ RPLC検出器により放射能を検出した ･
< HPLC条件>
カ ラム : De v elo sil ODS-5 4. 6×150Ⅲm (野村化学)
移動相 : ア セ ト ニ トリル /1 血眼リ ン酸テ トラプチル ア ン モ ニ ウム含有
10mM ピ ロ 1) ン酸ナ トリウム , pli 7. 0 (10:90)
流 速 : 0. 5 ml/min
検出器 : ラジオ ⅢPLC検出器 (RS-8000, 東 ソ ー)
3 . 血祭中濃度
3-1. 使用動物
F344/DuCrj 系雄性ラ ッ ト(7 週齢, 体重 120- 170g, 日本チ ャ
ー ル ス ･ リ バ ー )および雄性
ピ ー グル 犬(14- 18ケ 月齢 , 体重 10- 14kg, Hazlet
l
on LRE Rese a r ch Product)を用い た ･ 動
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物 は静脈内投与時には水お よ び固形飼料(ラ ッ ト :CE-2, 日本ク レ ア ; イ ヌ :DS, オリ エ ン タ
ル酵母)を自由に摂取させ たが , 経 口投与時に は投与前夜か ら投与後 8時間ま で絶食を施 した .
3-2. 薬物の 投与 および試料の 採取
1) ラ ッ ト
In c adr o n ate を生理食塩水辞液と して 0･ 03, 04 1 お よび 0. Sag/2ml/kg の 割合で静脈内投与,
また は水溶液 と して 3, 10および 30喝/5ml/kg の 割合 で経 口 投与 した . 投与後所定の 時間に
エ ー テ ル 麻酔 し , ヘ パ リ ン添加 の 注射筒を用 い て 下大静脈より採血 し , 遠心分離後血 紫を得
た ･ 動物 の例数 は, 0. 03ng/kg静脈内投与群 で は 1時点 6匹, 他 の 群で は 1時点3 匹と した .
2) イ ヌ
4匹 のイ ヌ に 0･ 03, 0･ 1お よび 0. 3ng/0. 3ml/kg を, それ ぞれ 1お よび 3週間の 休薬期間を
置い て 順次静脈内投与 した ･ ま た, 6匹 の イヌ に 0. 3, 1, 3 お よび 10mg/kg を , 各 2週間の
休薬期間を置い て順次経 口投与 した. ･投与形態 は, 静脈内投与 で は生理食塩永溶液 , 経 口投
与で はゼ ラチ ン ･ カプセ ル(日本薬局方カプ セ ル J. P No. 0, 小林カ プセ ル製造所)と した . な
お , カプ セ ル 投与後には精製水30ml を飲水させ た . 投与後所定の 時間に - パ リ ン添加 の 注射
筒で 前肢静脈内より採血 し, 血寮 を得た .
3- 3. 血祭中未変化体濃度 の測定
血紫中未変化体濃度は , 第 1草 で述 べ た方法に串り測定 した . た だ し , 低用量 で の 定量感
度を高める 目的で , 一 部 の投与量 で の 血紫試料ほ プ ー ル し て増量 した の ち前処理 した . す な
わち, ラ ッ トの 0･ 03お よび 0･ 1mg/kg iv, お よびイヌ の 0･ 03ng/kg iv お よび 0. 3皿g/kg po
で の 血紫は , それ ぞれ各時点にお い て 血紫を等容量ず つ 採取 して最大量 10ml にプ ー ル し, 漢
た , ラ ッ トの 0･3mg/kgiv, お よびイヌ の 0. 1mg/kgiv お よび 1皿g/kg po で は血祭 を個体別 に
最大 3･ 3ml 用 い , い ずれ も血衆 B 法に より前処理 した . 他の 投与群 で の 血祭は, い ずれ も最
大 1皿1用 い , 血衆 A法に より前処 理 した .
3-4. 薬動力学解析
静脈内投与 時の薬動力学パ ラメ ー タ[α 相 の 半減期(tl′2α), β相 の 半減期(tl/2β), 分布容積
(Vdss), 血祭中濃慶 一 時間曲線下面積(Au°)お よび全身ク リア ラ ン ス(CLt.t81)]は, 血紫中濃度
推移 を 2- コ ン パ ー トメ ン ト オ ー プ ン モ デ ル に 当て はめ , 非線形最小 二乗法プ ロ グラム ,
NONLIN 84を用い た回帰計算により算出 した .
経 口 投与時の 薬動力学パ ラメ ー タ はモ デル に依存 しない方法 により解析 した . すなわち,
最高血祭中頃度(cnax)お よび最高血衆中濃度到達時間(tm a x)ほ実測値 を採用 した . 血紫中溝
94
度半減期は血祭中濃度対数 一 時間曲線 の 直線部分を最小 二乗法により 回帰計算 して 求めた . な
浴 , イヌ にお い て は Cm a x以降投与後4 - 6時間ま で の 時間範囲にお ける半減期 をtl/2(1), 投与
後 6 - 10時間の範囲で の半減期 を tl/2(2)と定義 した . 血凍中濃度 - 時間曲線下面積(AロC)は台形
法により計算 し, これに無限大まで の 面積を外挿 して加算 した . また , bio a v ailability は平
均Å口C の健 か ら, 0.3mg/kg静脈内投与 時の 平均ÅuCを基準と.して 投与量禰正 して算出 した .
4 . 経 口 吸収に及 ぼす要因
4- 1. 標識化合物
In c adr o n ate の 遊離酸の 1 4c- 側鎖メチ レ ン 部位標識体くCode No. CFQ.8701, Åm e r sha n 社)を
用 い た . 本品 の比放射能は遊離酸と して 4. 88斌Bq/mg で あり , 放射化学的純度は 98%以上 であ
っ た . この標識体に2倍 モ ル畳 の NaO王i溶液を加 え, さらに精製水を加えて 14c-in c adr o n ate(2Na
塩 ･ 1水和物)と して所定 の濃度に調教 した .
4-2. 試薬
qac12, Na2HPO.潜 よび EDTÅ-2Na は い ずれもナ カライ テ ス クから購入 し , 水溶液と して用い
た . 牛乳ほ 拡ITO牛乳(協同乳業)を用い た . ま た , fa notidin e壮山之内製薬(株)で合成され
たも の を用い , 生理食塩水 に溶解 して使用 した .
4-3. 使用動物
F34/bucrj 系雄性ラ ッ ト(7 適齢 , 体重 132- 168g, 日本チ ャ ー ル ス ｡ リ バ ー)を用い , 投
与前夜か ら投与後 4時間ま で絶食 を施 した .
4-4. 前処理お よび薬物 の 投与
1) 食餌 の 影響
絶食および非絶食 の ラ ッ トに1
4c-in c adr o n ate を各3mg(12HBq)/5ml/kg の割合で経 口投与し
た .
2) カ ル シウム の影響
cac12を0. 04, 0. 2, 1お よび 5 皿 01/5ml/kg, 牛乳 を5ml/kg の割合で それぞれ経 口投与 した ･
また , CaC12お よび Na2IIPO4を各1皿m Ol/2. 5ml/kg の 割合で 同時に経口投与 した ･ 対照群には精
製水 を5皿1/kg経 口投与 した . 各投与後 5分に
14c-in c adr o n ate を3皿g/kg経口投与 した ･
3) EDTAおよび 1n c adronate 自身の 影響
EDTA-2Na を 1, 3 および 10mg/5ml/kg, 非標識 in c adr o n ate を30mg/5ml/kg の 割合で それぞ
れ経 口投与 し, 各投与後 5分に 14c- in c adr o n ate を3mg/kg経口 投与 した ･
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4) 胃酸分泌 の 影響
Fa m otidin eを3mg/5皿1/kg の 割合で 筋肉内投与 し, そ の1時間後に14c-in c adr o n ate を3ng/kg
経 口投与 した ･ ま た, 別 の ラ ッ トで は fa m oti din e筋肉内投与後 1時間に エ ー テ ル麻酔下 開腹
し,' 幽門を結染 した ･ 結繋後 2 時間に胃液を全 量採取 し , 自動滴定装置(姐odel CO地- 90,
Hir anu 皿a)に より胃酸濃度 を測定 した .
4-5. 上腕骨内放射能濃度 の 測定
14c-inc adr o n ate を投与 した 24 時間後 に エ ー テ ル 麻酔下 で右上腕骨を採取 し, 燃焼処理後
放射能を謝定 した .
5 . 血紫蛋白結合性
5- 1. 標識化合物
In c adr o n ate の 連離酸 の 14c- 7員希標識体(codeNo. CFQ. 6807, Ane rsha m社)を用 い た . 本品
の 比放射能 は遊離酸 と して 4. 0姐Bq/喝 で あり, 放射化学的純度 は 98%以上 で あ っ た . この 標識
体に 2 倍 モ ル 真の NaOH浮液 を加 え , さらに生理食塩永 を加 えて 14c- in cadro n ate(2Na 塩 ｡ 1
水和物)と して所定の 濃度に調製 した .
5- 2. 血紫試料
F344/DuCrj系雄性ラ ッ ト 26匹(7適齢 , 日本チ ャ ー ル ス リ バ ー), 雄性 ピ ー グル 犬 3 匹(体
塞 lo- 13kg, 払 zleto n LEE Re se arch Pr odu ct)お よび健康 な成人男子 3名(年齢 26⊥29歳)か
ら血液 を - パ リ ン 処理 した 注射筒 で採取 し, 遠心 分離 した∴ 得 られ た血 紫をラ ッ トでは混合
して , また , イヌ お よ び ヒ トで 柱個体別 に直ち に試験に用 い た . なお , ラ ッ トお よびイヌ は
採血前 16時間絶食させ , ヒ トは採血当 日の 朝食 を禁 じた .
5- 3. 蛋 白結合率 の謝定
血紫 3･ 9ml に 14c-in c adr o n ate 標準液 o｡ 1 山を添加 し ,薬物濃度が 20,200および 2000ng/皿1
となるように試料溶液を調製 した . ま た, 血祭 3. 78ml に 14c-in cadro n ate 標準液 o.1皿1 お よ
び 0･ 2MEDTA-2Na 溶液 o. 12ml を添加 し; 薬物濃度が 200ng/ml, EDTA濃度が 3mM となる試料
溶液を調製 した ･ これ らの試料溶液を 37℃ で 15分間イ ン キ エ ペ - ト した . 反応液 を 4℃ ,
120,000g で 18時間超遠 心分離 し, 上清 o. 6mlを採取 した. 上清お よび反応液各 0. 1ml に シ ン
チ レ ナ タ - (Pic ofluor40)10ml を加 えて 放射能を測定 し, (1) 式に より茸 白結合率 を求めた .
なお , 本超遠心法により血祭蛋白 の 98%以 上が沈降する こと を確認済み で ある .
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蛋白結合率(%) - [1 - (上清中放射能/反応液中放射能)〕×100- (1)式
5- 4. 超遠心上清の 限外液過
上記試験で採取 した超遠心上清の残り を各濃度 ごとに振合 し, 限外洩過チ ュ ー ブ[ ウル トラ
フ リ ー CL(分画分子量 10,000), 日本ミリポア]- 移 し, 25℃ , 1000g で約 30分間遠心分離 し
て 限外洩過 を行い , 超遠 心上 清中放射能 の 限外櫨液中 - の 回収率を測定 した . なお,
14c-
in cadr o nate を生理食塩水また は等張リ ン酸緩衝液(pE7. 4) 中で限外洩過 したさ い , 限外埴過
膜お よび 限外液過チ ュ ー ブ - の吸着がほ とん どない こと を確罷済みで ある .
5-5. ヒ ト血清ア ル ブ ミ ン と の 結合
ヒ ト血清ア ルブ ミ ン(HSA, Sigm a社)を0. 9%NaCl含有10m姐Tris一 塩酸緩衝液(pH7. 4)に溶解
し ,. 生理 的濃度に相 当する 4. 3%に調製 した . この 溶液 3. 9ml に
14c- in c adr onate 標準敵o･1皿1
を 200ng/ml の 濃度になるように添加 し, 37℃ で 15分間イ ンキ ュ べ
- ト後 , 反 応液を
``
5-3
''
と同様に超遠心分離 した . 反応被お よび超遠心上帝各0. 1nl の放射能を測定 し, (1)式より茸
白結合率を求 めた .
5- 6. ESA溶液中お よび ラ ッ ト血紫中で の放射能存在形態 の検討
4. 3%HSA 溶液お よびそ れに 3d EDTAを加 えた辞 軌 ならびに ラ ッ ト血紫各 1.b5ml に
14c-
in c adr｡n ate 標準液 0. 05ml を 2boong/ml の 濃度になる ように添加後,37 ℃ で 15分間イ ン キ ュ
べ - トした . 試料各 100pl をゲル漉過 HPLC(条件を下に示す)に注入後 , 溶出液に液体 シ ン チ
レ 一 夕 - (Clearsol Ⅱ)を 1ml/min の 速度で混和 し, ラジオ･HPLC検出器に より放射能を検出し
た . 溶出画分の 分子 量83:, 別途ゲル洩過用分子 量標品(日本バ イ * ･ ラ ッ ド)の 保持時間を求
め, それを基準と して 推定 した .
<HPLC条件>
カラ ム : TSEgel G3000S甘玉L, 7. 8 皿 Ⅹ 30c m (東ソ ー)
ガ ー ドカ ラ ム : TSKgu a rd c olu m nSWXL, 6. 0皿 m X 4c m (東ソ -)
移動相 : 0.9%NaCl含有10 血I Tris 一塩酸綬衝液(pB7･ 4)
涜 速 : 0. 25ml/min
検出紫 : ラジオfIPLC検出器 (RS-8000, 東 ソ
ー)
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6 . 腎障害ラ ッ トにお ける体内動態
6-1. 標識化合物
14c-in c adr o n ate は
``
5- 1
''
と同 じLot のも の(7員衆標識体)を使用 した .
6-2. 腎障害モ デル の 作製
Wistar 系雄性ラ ッ ト(13適齢 , 体重 430- 490g, 日本チ ャ ー ル ス ･ リバ ー)を用い た . ラ ッ
トをペ ン トパ ル ビタ - } 麻酔(50喝/kg ip)下 で開腹 し, 左右腎動脈 を剥離させ , 動脈ク レ ン
メ(杉田式)で 両血管を閉塞させた . 1 時間後にク レ ンメ をはず し血液 を再港涜させ , 腹部を縫
合 した .
6-3. 腎機能測定
血液再薄味後 6 時間にラ ッ トを代謝 ケ ー ジに収容 し, 再湾流後 6 - 24時間の尿を採取 した
の ち, エ ー テ ル麻酔下 で 下大静脈 より採血 し, 血清を得た . 血清中ク レ ア チ ニ ン, 尿素窒素
および尿 中ク レア チ ニ ン濃度 は, (抹)三菱化学 ピ ー シ ー エ ル にて 測定 した .
6- 4. 薬物 の 投与および試料の 採取
血液再潜流 の 翌 日にラ ッ トを エ ー テ ル麻酔 し, 左大腿動脈に - パ リ ン 50IU/ml を満 た した
カ ニ ュ - レ(SP31, 夏目製作所)を挿 入 した . ラ ッ トをボ ー ル マ ン ケ ー ジ に国定 し, 麻酔覚醒
後 14c-in c adr onate を 0. 3mg(1. 0班Bq)/2皿1/kg 尾静脈内投与 した . 投与後 6 時間まで ヘ パ リ ン
添加 の ミ ク ロ チ ュ ー ブに経時的に採 血 し(1時点o. 15- 0. 5ml), 遠心分離後血祭を得た . 同時
に投与後0 - 6時間の 尿 を採取
‾
し
, ま た投与後 6時間に上腕骨 , 肋骨お よび頭蓋骨を摘出 した .
血紫(0･ 05- 0･ 2ml)お よび 尿(0･ 1ml)は直接シ㌣チ レ 一 夕 - (Pic oflu or 40)10ml を加 え , 骨は
燃焼処理 した後, 各放射能を測定 した .
6-5. 薬動力学解析
血紫中放射能の 薬動力学 パ ラメ ー タ(tl′2α, tl′2β, Vds s, AU Cお よび CLto.al)軌
` `
3- 4
''
と
同 じ方法 で算 出 した . また , 腎ク リ ア ラ ン ス (CLr e n 81)は投与後 6 時間ま で の 尿 中排壮率 を
AtJCo-6h(台形法により算出)で割る こ とに
.
より算出した . 腎外ク リア ラ ン ス (CLA O t m n &1)t3:, Clt..81
- CL
Te mi より求めた .
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第3華 美験 の部
1. 治験薬剤
山之内製薬(株)で製造され たin c adr onate の ア ン プル製剤(健常人 の 試験 では 0. 025mgおよ
び 0･ 2皿g/2皿1, 患者 の 試験 で は 2. 5, 5. 0 および 10. Omg/5皿1)を用 い , 各投与量に合わせて ア
ン プ ル を選択 し, 用時500ml の 生 理食塩水 に希釈 して使用 した .
2. 被験者および投与方法
2-1. 健常人
健康な成人男子(年齢:23- 48歳 , 体重 :55. 0 - 85. Okg)を被験者と した . 被験者にはあら
か じめ本試験の 目的, 方法, 予期される効果お よび副作用等に つ い て鋭明 した上 で文書によ
る同意を得た . 被験者 は投与前日 か ら試験終了時まで試験実施施設に拘束され , 投与前12時
間か ら投与開始後 4 時間ま で は絶食 と した. また , 試験期間中は他の薬期, カ フ ェ イ ン含有
飲料 , カ ル シウムやリ ン を多く含む飲料(牛乳など)およびア ル コ ー ル飲料 の 摂取を禁止 した .
被験者数は, 0. 025お よび 0. 05mg投与群で は各 2名, o. 1, 0.2, 0. 4, 0. 8および 1. 6mg投
与群 では各 4名と し , 各被験者に薬剤を2 時間か けて 静脈内持続投与 した . 0. 025 - 0. 1mg 投
与群 では投与開始後 2時間(持続投与終了時)に , 0. 2 - 1. 6皿g投与群で は投与開埠後1, 2, 2.5,
3, 4, 6 および 8時間に - パ リ ン を添加 した真空採血管を用い , 1 時点に つ き 10- 50皿1採血
した . ただ し, 0. 2 お よび 0. 4mg 投与群で は最終採血時点をそれぞれ投与 開始後 4 および 6
時間と した . 血 熟 ま直ちに遠心分離 し, 血 凍を得た . 一 方, 各投与群とも投与前12時間, お
よび投与開始後0 - 6, 6 - 12, 12- 24, 24 - 36, 36- 48, 48- 60, ならび に60- 72時間た分
けて蓄尿 した .
2- 2. 患者
悪性腫療に伴う高カ ル シ ウム 血症患者 の うち, o. 9%生理食塩水による輸液 を 2 日以上行?
た症例で , 血清補正 Ca 値[83] (算出法を次貢に示す)が 11. Omg/dl以上を示す入院患者 11名
(年齢:35- 82歳, 体重 :32- 65kg)を被験者と した. 試験を開始するにあたり , 患者ま たは
そ の 家族に対 して本試験 の 内容, 予想される効果および副作用な どに つ い て 十分に説明 し,
試験参加 の 同意を得た .
9 9
<血清粛正 Ca 値 の 算出方法 >
a) 血清ア ル ブミ ン値が 4g/dl以 下 の 場合:
血清補正 Ca 値(皿g/dl) - 実測血清ca 値(mg/dl)
＋[4 一 血清ア ル ブミ ン値(g/dl)]
b) 血清ア ル ブ ミ ン 値が 4g/dlを越 える場合: 実測血清 Ca 値をそ の まま採用
被験者を 2. 5, 5. 0お よび 10. 0皿g の 3 つ の 投与群に割り付けた . 被験者数は , 2. 5zngお よび
5｡ 0喝 投与群で各 4名(男性2名, 女性 2名), 10. Omg投与群で 3名(男性2名 , 女性 1名)で
あ っ た ･ こ れら被験者 に薬剤を 2時間か けて 静脈内持続投与 した . 投与開始後 2時間, 4時間
(担当医師が 可能 と判断 した蕩合 の み)お よび8時間に2 - 5mlをそれ ぞれ - パ リ ン添加 の 真空
採血管ま たは注射筒 を用 い て採血 し, 遠心分離後血祭を得た . また , 投与前24時間, お よび
投与開始後 0 - 24, 24- 48, な らびに 48- 72時間に分けて 蓄尿 した .
3. 血祭お よび中未変化体濃度 の測定
血祭お よび尿中未変化体濃度は, 第 1章で述 べ た方法によ り測定 した . なお , 健常人 の 血
紫は本法 の Å法に , 患者の 血紫は B法に従 っ て前処理 した .
4. 薬動力学解析
鹿常人 の 0･ 2 - 1･ 6皿g 投与群にお ける血祭中未変化体 の薬動力学パ ラメ ー タ(tl′2α , tl/2β,
Vds s, AUCお よび CLt.tal, CLr e n al お よび CLnon r en al)は , 第2華 の
` `
6- 5
''
と同 じ方法 で算出 した .
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第4草 案験 の部
1. 使用動物
雄性 ピ ー グル犬(23- 44ケ 月齢 , 体重 12. 0 - 14. Okg, fla zleto n LRE Re se arch ProdtlCt)お
よび F344/DuCrj 系雌雄ラ ッ ト(日本チ ャ ー ル ス ｡ リバ ー)を使用 した . ラ ッ トは 7週齢(樵:
126- 160g, 堆 :98- 118g)お よび 12ケ月齢(雄 :364- 450g, 雌 :211- 246g)の もの を実験に
用い た ｡ 試験期間中, 永お よび固形飼料は自由に摂取させ た .
2. 薬物 の 投与および 試料 の採取
2-1. イ ヌ
10匹の イ ヌ に in c a血 o n ate を 0. 3mg/0. 3ml/kg の割合で前肢静脈内より投与 した ･ 投与後
24時間, 31日 , 91日, 182日お よび 368日に各 2匹をベ ン トヾル ビタ
ー ル ナ トリ ウム 麻酔(約
30mg/kg iy) 下で放血死 させ , 肋骨を摘出し ,
- 20℃ で凍結保存 した ･
2-2. ラ ッ ト
7適齢雄ラ ッ トに柱 in c adr o n ate を 0. 03,0. 3 お よび 3mg/2ml/kg の割合 で尾静脈より投与
した .7週齢雌ラ ッ トお よび 12ケ 月齢雌雄ラ ッ トには 0. 3mg/2皿1/kg の割合 で尾静脈より投与
した . 1群の 動物数は い ずれ も 1 時点3 匹と した . 投与後24時間, 7, 28, 91, 182, 273お
よび 364日に エ ー テ ル 麻酔下 で上腕骨を摘出 し , 分析暗ま で -20℃で凍結保存 した ･
3. 骨内未変化体濃度 の測定
骨内未変化体濃度i3:, 第1 章で述 べ た方法により測定 した ･ なお , イ ヌ の肋 骨ほ下 に示す
とおり 3 つ の部位(軟骨部, 硬骨骨端部お よび硬骨中央部)に分割 した の ち, 各部位にお ける
濃度を測定 した .
Ca rtilage EpiphyB ealc oBta M iddle cos七a
＼ 7
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4. 薬動力学解析
イヌ の 硬骨骨端部お よび中央部, な らび にラ ッ トの 上腕骨 における平均骨内濃度推移 を 2一
指数関数式(c - Ae
‾ αt＋Be
‾βt)に あて は め, 非線形最小 二乗法プ ロ グラ ム NONLIN84を用 い た 回
帰計算に より, 初期消央相お よび最終消失相にお ける半減期(それ ぞれ tl′2α お よび tl′2β) を
算出した . ま た, イ ヌ の 軟骨部に関 して は ,
法により回帰計算 して tlノ2βを求めた .
第 5華 美験の 部
投与後 91- 368日にお ける平均濃度を最小 二乗
1 . In c adr o n ate の 骨腫疹進展抑制作用
卜1. 使用動物お よび A375腫癌細胞 .
･BALB/c - n u/n u 系 の 雄 性 ヌ ー ド マ ウ ス (5 適 齢 , SLC)を 用 い た . Å375鹿 癌 細胞 は ,
Dr. Yoneda(ロniv e r sity of Te x as Ⅰiealth Scie n c eCe nte r, Sa n Anto nio, TX, USA)より提供
を受けた . 本細胞は , 10%仔牛血清お よび 1%pe nicillin - str epto mycin(Gibco, Gr and lsl and,
NY, USA) 含有の ダル べ ッ コ 変法イ ー グル培地(D姐EM, 日水製薬)に懸濁 し , 37℃ , 5% CO2 の環
境下 で培養 した .
ト2. 骨転移 モ デル の 作製
ヌ ー ド マ ウス を ペ ン レヾル ビタ ー ル ナ トリ ウム で 麻酔 し(60皿g/kg ip), 等張リ ン酸緩衝液
(pB 7. 4)に懸濁 させ た A375細胞 を 1×10
5
c ells/0. 1ml/body の 割合 で左 心室内に注入 した .
腫蕩注入後 4週 目に軟Ⅹ 線写真を撮影(c姐B- 2, ソ フ テ ッ ク ス)し , 骨転移の認 められ る マ ウス
を選別 した .
1-3. 薬物 の投与お よび薬効評価
軟Ⅹ線写真撮影 の 翌日に生理食塩水 また は in c adronate0. 1, 0. 3 お よび 1mg/kg を10皿1/kg
甲割合 で尾静脈内投与 した .=薬物投与後 7 日目に大腿骨を摘 出し , 軟 Ⅹ線写真撮影を行
っ た ･
写真上 の 骨透過部 の 面積 を画像解析装置(Lu2ie X 3U, ニ コ ン)を用い て 測定 し, 大腿骨 1 本あ
たりの合計面積を転移腫蕩面積 と した .
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2
. 骨転移ラ ッ トに お ける体内動態
2-1. 標識化合物
14c-in c adr o n ate は第2章
``
5-1
' '
と同 じLot の も の(7員環標識体)を使用 した .
2-2. 使用動物お よび骨転移 モ デル の作製
F34/NJcl- rn u系 の 雄性ヌ ー ドラ ッ ト(4 適齢, 日本ク レ ア)を ペ ン トバiレ ビタ ー ル で麻酔
(60mg/kg ip)し, A375細胞を 1×10
6
c ells/0. 2ml/body の 割合で左心室 内に注入 した . 腫療
注入後 4週日に軟Ⅹ線写真 を撮影 し , 骨転移 の 認 められるラ ッ トを選別 した .
2-3. 薬物 の投与お よび試料の 採取
軟 Ⅹ線写真撮影 の 翌 日にラ ッ ト 4 匹 を エ ー テル 麻酔 し, 左大腿動脈に - パ リ ン 50Ⅰロ/皿1 を
満た し たカ ニ ュ - レ(SP3 1)を挿 入 した . ラ ッ トを ボ ー ル マ ン ケ ー ジ に固定 し, 麻酔覚醒後
14c-in c adro n ate を 0. 3mg(1. 0姐Bq)/2ml/kg 尾静脈内投与 した . 投与後 6 時間まで ヘ パ リ ン添
加 の ミク ロ チ ュ ー ブ に経時的に採血 し(1 時点 0. 1 - 0. 4ml), 遠心分離後血紫を得た . 同時に
投与後 0 - 6時間 の尿を採取 し , 投与壊 6時間に右上腕骨, 右大腿骨, 右腹骨, 肋骨および頭
蓋骨を摘 出 した . 血 紫(0. 03- 0. 15ml)お よ び尿(0. I血l)は 直接 シ ン チ レ 一 夕 - (Pic ofluo r
40)10皿1を加 え, 骨は燃焼処理 した後 , 各放射能を軸定した . また, 上記ラ ッ トの うち1匹よ
り左上腕骨 を採取 し, またカ ニ ュ レ ー シ ョ ン を施さな い別 の ラッ ト1匹 に
14c-intadr o n ate を
同用量静脈内投与 し, 投与後 6 時間に右大腿骨を採取 し, これら の骨 をオ ー トラジオグラフ
イ 一 に供 した .
2-4. 薬動力学解析
血祭中放射能 の薬動力学パ ラメ - タ(tl′2α , tl′2β, Vds s, AUCお よび CLtot81, CL, e n al および
cL
n . n r e n 81)は, 第 2章 の
'``
6-5
”
と同 じ方法で算出 した .
2-5. 骨オ ー トラジオ グラ フ イ -
``
2-3
''
で得た上腕骨お よび大腿骨を ドライア イ ス で凍結後 , 5%カ ル ポキ シメチ ル セ ル ロ ー
ス 溶液で ス テ ー ジに固定 し, ク ライ オミク ロ ト ー ム を用い て 厚さ20p の切片を作製 した . 切
片 を乾燥後, イメ ー ジ ン グ ･ プ レ ー ト( 富士 フ イ ル ム)に 一 晩癒着させ, バ イオイメ ー ジ ン グ ･
ア ナ ライザ ー , BÅS- 2000(富士 フ イ ル ム)を用 い て 骨 の オ ー トラジオグラム を作製 した･ また ,
切片上 の 特定領域にお ける放射能濃度ほ , BAS- 2000を用 い 単位面積 あたり の 発光強度を計測
する こ とにより求めた . 検量線は, ラ ッ ト ･ コ ン トロ ー ル血紫に既知量 の
14c-in c adr o n ate を
添加 して作製 した標準試料(20p 切片)の発光強度に基づ い て作成 した ･
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3 . 細胞 レ ベ ル で の in c adr o n ate の骨局在性
3- 1. 標識化合物
In c adr o nate の 遊 離酸 の 14c- 側鏡メ チ レ ン部位標識 体(Code No. CFQ. 7093, 比 放射能 :
4. 03砿Bq/ng, 放射化学的純度 :98%以上 , Am e r sham 社)を用 い , 2倍 モ ル量 の NaO壬i溶液を加 え,
さ らに生理食塩水を加 えて 14c-in c adr o nate(2Na 塩 ｡ 1永和物)と して 所定 の 濃度に調製 した ,
3-2. 薬物の投与お よび試料の 採取
` `
2- 2
”
と同様 に作製 した骨転移 ラ ッ トに, 14c-inc adro n ate を 3mg(10MBq)/5ml/kg の 割合
で尾 静脈内投与 した . 投与後2時間, 3 日お よび 7 日に大腿骨を採取 した .
3-3. ミク ロ オ ー トラジオ グラフ イ -
上記大腿骨 を 4℃ の リ ン 酸緩衝 10
'
% ホ ルマ リ ン に約 1 日浸漬 して 固定 し , グリ コ - ル メ サク
リ レ ー ト(GMA)樹脂 に包埋 した後 , 厚さ釣 4pJn の 切片 を作製 した . 切片 ス ライ ドは精製水 で洗
浄後, 乳剤(サ ク ラNR-姐2, コ ニ カ)に浸漬 し, 風乾後 , ベ ー ク ライ ト発露出用暗箱(高島商店)
内で 2 - 4週 間露出した . 切片ス ライ ドは コ ニ カ ド ー ル Ⅹ(コ ニ カ)で 21℃ , 5分間現像 し, 1%
酢酸で洗浄 した後 に コ ニ カ フ ィ ッ ク ス(コ ニ カ)で 21℃ , 4 分間定着 した . 定着終了後 , 精製
水 で洗浄 し, 風乾 した . さらに酒 石酸抵抗性酸性ホ ス フ ァ タ - ゼ(TRAP)で 染色 し , 光学顕微
鏡に よりオ ー トラ ジオグラム を検査 した .
ま た, 別途非標識in c adr o n ate を骨転移 ラ ッ トに3mg/kg静脈 内投与 し , 投与後 3お よび 7
日目の 大腿骨を摘出 し, 上記と 同様 にホ ル マ リ ン 固定 した後, EDTA で脱灰 処理 して パ ラ フ ィ
ン包埋 し , 厚さ釣 4p の 切片を作製 した . 切片を TRAP典色 し , 光学顕微鏡により破骨細胞 の
形態を検査 した .
4 . ZD V l
'
tT Oで の破骨細胞および腫癌細胞 に 対する作用
4- 1. 破骨細胞に対する作用
日本白色種ウサ ギ(雄, 約 100g)の 四肢 の 長管骨 を摘出し , 骨髄を除去 した . 次い で I)旭E班
中で細かく刻 り , 培養液中に浮遊 して い る細胞 を, 破骨細胞 を含む骨組織由来細胞と して 回
収 した . こ の 浮遊細胞を象牙切片(直径6皿 m, 厚さ 150岬)を添加 した 96穴プ レ ー トに 10
6
c ells/200pl の 割合で 分注 した . 同時に in c adro nate 2lll を最終濃度 で 0. 01- 100LLM になる
ように添加 した . 37℃ , 5% CO2 の 環境下 で 2 時間プ レイ ン キ ュ べ - トし て象牙切片に破骨細
胞を付着さ せ た . 培養液を吸引除去 後, A375腫癌細胞 の培養液上清 を20叫1添加 し, 同時に
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in c adr o n ate 2pl を最終濃度で 0. 01′↓100ト此 にな るように添加 した . 37℃ , 5% CO2 の 環境下
で約 20時間イ ン キ ュ ベ - ト した後 , 切片を - マ トキ シリ ン で鞄色 し, 画像解析装置(Lu z e x
Ⅲ , ニ レ コ)を用 い て 骨吸収寓の 面積を測定 した .
また , incadro n atel岬 の 添加 条件 で プ レ イ ン キ ュ ベ - ト終了時(2時間), お よびイ ン キ ュ
べ - ト開始後 2, 4, 8 お よび 20時間に象牙切片を採取 し, 生理食塩永で洗浄後, 切片中の
in cadr o n ate 濃度を第1草の骨内濃度定量法に準 じた方法により測定 した .
4- 2. 鹿癌細胞に対する作用
A375を DME地中で 8×103c ells/ml に調製 し , 24穴プ レ ー トの各穴に 1皿1ず つ 分注 し, 37℃,
5% CO2 の 環境下 で 一 晩培養 した . 翌 日 , 細胞 の 接着 を確認 し た後 , in c adr o n ate ま た は
adria mycin(協和発酵)を各20plず つ 添加 し, 最終濃度をそれぞれ 10- 100岬 また は0.0025
- 0. 25岬 と した .37℃ ,5% CO2 の 環境下で 3 日間培養 した後 ,細胞培養液に Cell Co u ntingEit
⑳
(同仁化学研究所) 付属の WST- 1試薬溶液を100plず つ 添加 した . 37℃ で 2時間イ ン キ ュ べ -
シ ョ ン した後, マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー , 班- Em a x(Wolecula rDe vic e s, SurlnyV ale, CA, USA)
を用 い て 吸光度(測定波長:450n m, 参照波長 :65 0n m)を測定 し , 生 細胞 数を相対評価 した .
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